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RESUMEN

En este estudio se desarrollé la técnica de Dispositivo de Membrana Semipermeable
(DMS), para optimizar el muestreo de Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAP) en
aguas. Para ello, fue construido un dispositivo con materiales nacionales y utilizando
aceite de soya como fase secuestrante, la extraccion se llevé a cabo con ultrasonido;
para la separacion de la fraccion aromatica fue aplicada la cromatografia en columna 'y
la determinacion de los HAP se realiz6 mediante la técnica de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). La solucion acuosa fue preparada en el
laboratorio, con una concentracion de 5 mg/L en naftaleno, fluoreno, fenantreno,
antraceno y pireno. El disefio experimental abarco un total de 12 muestras, evaluando

dos factores: tiempo de exposicion y agitacion.

Los resultados del disefio experimental indicaron que la condicion 6ptima de muestreo
para el dispositivo confeccionado corresponde a un tiempo de 8 horas sin agitacion. Un
aspecto a resaltar corresponde a que se obtuvo valores de fraccion de hidrocarburos
aromaticos (F.H.A) de 0,018 £ 0,002 g/mL de aceite. En los resultados del andlisis
cromatografico se identificaron los HAP que fueron expuestos en la solucién acuosa:
naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno, los cuales fueron determinados
mediante la comparacion de sus tiempos de retencion con los de un patrén de 0,2975
mg/L de cada uno de los HAP evaluados. En conclusién, la técnica de DMS puede ser
implementada en aguas de rios donde se sospeche exista contaminacion de estos HAP
en un tiempo minimo de muestreo de 8 horas, lo cual, representa una ventaja en la
determinacién de estos compuestos en agua sobre todo en las condiciones sociales

actuales, lo que va a permitir determinar su presencia en ambientes naturales.
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1. INTRODUCCION

La descarga al ambiente de sustancias toxicas, producidas por el hombre, ha generado
gran preocupacion a nivel mundial por el riesgo que implica para la salud humana.
Como consecuencia inmediata del crecimiento demografico se ha incrementado el
deterioro ambiental de los diversos medios, entre los que destaca el medio acuético,
esencial para el desarrollo de la vida. La calidad de las aguas en ambientes lacustres,
fluviales y costeros es tema de preocupacion, ya que, los derrames de contaminantes
en dichas areas cada vez son mayores. Se estima, por ejemplo, que las descargas de
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) alcanzan anualmente la cantidad de
230.000 toneladas ™.

Los ecosistemas acuaticos constituyen reservorios importantes para el desarrollo de la
vida, actualmente el mayor grado de contaminacién es producido por un grupo de
compuestos que tienden a bioacumularse en los tejidos adiposos de los seres vivos
como lo son los Contaminantes Organicos Persistentes (COP), son sustancias que se
degradan lentamente en el ambiente, son toxicas y tienen la capacidad de transportarse
largas distancias . Dentro del grupo de los COP se encuentran los HAP, los cuales
son sustancias con propiedades carcinégenas y de alto impacto ambiental, estos
compuestos se encuentran en concentraciones elevadas en los cuerpos de agua, lo
que ha traido como consecuencia la contaminacién de rios y lagos a pesar de que
estos compuestos organicos presentan una baja solubilidad . Debido al dafio que
representan los HAP para el medio ambiente surge la necesidad de desarrollar y
optimizar métodos analiticos que permitan evaluar cuales de estos compuestos se
encuentran presentes y determinar la concentracion en la que se encuentran en los

ambientes acuaticos. La parte critica de cualquier procedimiento analitico ambiental,



especialmente en la matriz acuosa, esta en el muestreo. Como una alternativa
conveniente en el estudio de los HAP, surgi6 a finales de los afios ochenta, la técnica
de Dispositivos de Membrana Semipermeable (DMS), que permite evaluar
contaminantes organicos lipofilicos en los mas diversos medios en los que se desarrolla
la vida y a muy bajas concentraciones en el orden de los ppb (partes por billén) . Los
DMS permiten calcular un promedio de la concentracién de cada contaminante en el
agua, mientras dura la exposicion a los mismos en las condiciones ambientales reales
Bl es decir, que pueden ser colocados en aguas altamente contaminadas, en donde no
es posible el empleo de biomonitores, como los moluscos y otros organismos Vivos,
debido a que éstos no logran sobrevivir en ciertas condiciones ambientales extremas de

contaminacion 1.

En Venezuela, hasta donde se tiene conocimiento no existen estudios sobre la
deteccién y cuantificacion de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) en
sistemas de agua dulce. Los estudios realizados se han enfocado principalmente en

67 y sedimentos ®, debido a las

aguas marinas !, particulas atmosféricas
explotaciones petroleras y la quema de combustibles fosiles. Es a partir de las
investigaciones sobre sedimentos que se infiere la presencia de HAP en las aguas de
rios como el Rio Tuy y sus afluentes, provenientes de contaminacion antrépica (fabrica
de pinturas, talleres mecanicos, desechos domésticos) y pirogénica (incendios
forestales) ®. Asi mismo, existen trabajos sobre la determinacién de plaguicidas en
aguas superficiales de algunas zonas del Occidente del pais, desarrollados por la
Universidad de los Andes y recopilados por el Ministerio del Ambiente ¥, que sugieren
que estas zonas se encuentran afectadas por los Contaminantes Organicos

Persistentes (COP), destacando dentro de este grupo, los HAP.



Es por ello, que se plantea como alcance de este trabajo de investigacion optimizar una
técnica de muestreo mediante la confeccion de un muestreador pasivo basado en el
disefio de Huckins et al. en el afio 2006, que permita aplicar la técnica de Dispositivo de
Membrana Semipermeable (DMS) en muestras de agua adaptada las condiciones
medioambientales y socioeconémicas de Venezuela, con la finalidad de encontrar la
condicidon Optima de muestreo que pueda ser aplicada posteriormente en ambientes
naturales de agua dulce, contribuyendo asi con los avances en la determinacion de

HAP en ambientes acuaticos.

A continuacion se muestran los apartados que contemplan los fundamentos y bases
tedricas que sustentan esta investigacion. Asi mismo, se presentan algunos trabajos
previos que han sido seleccionados como los mas relevantes y que sustentan el
propdsito del presente trabajo, la metodologia experimental empleada y los resultados
obtenidos. También se describen las técnicas e instrumentos que se utilizaron en la
recoleccion de datos y los procedimientos estadisticos empleados para darle validez y

confiabilidad a los mismos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En este apartado se describen los conceptos relacionados a: Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos, sus propiedades fisicoquimicas, formacion y fuentes de emision,
distribucion en el medio ambiente, HAP en el aire, agua y suelos, efectos sobre la
salud, muestreo pasivo, tipos de muestreadores, dispositivos de membrana
semipermeable (DMS), ventajas y desventajas de los DMS, técnica de extraccién por
ultrasonido, métodos de andlisis empleados para la deteccion de los HAP y tratamiento

estadistico de los datos.

2.1 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP), también conocidos como Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons (PAHs por sus siglas en inglés), son compuestos formados por
varios anillos bencénicos que se han fusionado. Estdn compuestos principalmente de
carbono e hidrogeno por lo que reciben el nombre de “hidrocarburos”. Por otra parte, el
olor caracteristico del benceno hace que por extensién, todos los compuestos derivados
del anillo bencénico se denominen “aromaticos” y finalmente, el hecho de que la
mayoria de estos compuestos posean varios anillos les otorga su caracter de

» 1% | os HAP se forman durante la combustién incompleta del carbon,

“policiclicos
aceites, gases, madera, residuos domeésticos y en general sustancias de origen
organico. Se encuentran de forma natural en el petréleo, depdsitos de alquitran y como
productos de la utilizacibn de combustibles, ya sean fésiles o biomasa. Como
contaminantes, tanto en el medio ambiente como en el entorno laboral, han despertado
preocupacion debido a que algunos compuestos han sido identificados como

carcinégenos . Pueden ser divididos en alternantes, los que contienen solamente



anillos bencénicos, y no alternantes, los que presentan también anillos aromaticos
distintos del benceno, como por ejemplo el acenaftileno (ver figura 1). Aunque en el
medio ambiente se conocen cientos de HAP entre simples y sustituidos, solo 16
resultan ser mas toxicos. La comunidad cientifica investiga fundamentalmente estos 16
compuestos considerados prioritarios por la Agencia para Sustancias ToOxicas y el
Registro de Enfermedades (ATSDR por sus siglas en inglés) y por la Agencia de

Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA-USA por sus siglas en inglés) .

Dos Anillos
Naftaleno
Tres Anillos '
A-: e naftlleno Acenafteno Flunreno Fenantreno Rntracene

Cuatro Anillos

&5 oy o5

Fluoranteno Pireno Benzo[a]antraceno Criseno

Benzo[a]pireno
Seis Anillos

Indeno[1,2,3-¢cd]pirenc

Cinco Anillos

Benzo[b]flucranteno Benzo[k]fluoranteno .

Dibenzo[ah]antraceno Benzo[ghi]perileno

Figura 1. Hidrocarburos Arométicos Policiclicos listados por la Agencia para la Toxicidad de Sustancias y

Registro de Enfermedades [,



2.1.1 Propiedades fisicas y quimicas de los HAP

Los HAP son compuestos que presentan propiedades fisico-quimicas muy
heterogéneas. En general, son lipofilicos, es decir, que tienden a unirse a sustancias
grasas, y a disolverse en ellas. Este caracter lipofilico se incrementa con su complejidad
y con la masa molecular, es decir, cuantos mas atomos y anillos los forman, mayor es

[19 | as caracteristicas comunes de estas sustancias son

su afinidad por las grasas
puntos de fusion y ebullicion elevados, presion de vapor baja y solubilidad en agua muy
baja. Pero estas propiedades varian al aumentar el peso molecular y tamafio de la
molécula. Frecuentemente son bioacumulados y concentrados en diversas matrices
medioambientales, en funcién de su persistencia ™. Los sistemas conjugados de
orbitales 1 de los HAP son los responsables de su estabilidad quimica. Son sdlidos a
temperatura ambiente y su volatiidad es pequefia, dependiendo de su caracter
aromatico, los HAP absorben la luz ultravioleta y producen un espectro fluorescente

caracteristico 2.

Quimicamente, los HAP reaccionan por sustitucién del hidrogeno o por adiciéon cuando
se produce la saturacion, conservandose el sistema de anillos. La mayoria de ellos
sufren foto-oxidacion, siendo ésta una forma para eliminarlos de la atmosfera. La
reaccion de foto-oxidacidon mas frecuente es la formacion de endoperéxidos, que
pueden convertirse a quinonas. Los HAP reaccionan rapidamente con o6xidos de
nitrogeno o acido nitrico. Por ejemplo, el antraceno puede oxidarse a antraquinona por
accion del acido nitrico (HNOg) o dar un derivado nitrogenado mediante una reaccion de
sustitucion con dioxido de nitrogeno (NOy). El hecho de que los HAP considerados
cancerigenos no reaccionen con otras sustancias no significa que se inactiven como tal;
por el contrario, muchos de ellos se transforman en cancerigenos mas potentes que el

correspondiente compuesto progenitor Y. La Tabla 1 contiene las caracteristicas



fisicoquimicas mas resaltantes de los 16 HAP seleccionados por la EPA-USA como

contaminantes prioritarios y de mayor impacto ambiental.

Tabla 1. Propiedades Fisico-Quimicas para 16 HAP .

Férmula Numero Peso Presién de Sztlzgij:d Log
umica g Toledar  veer TRR
(mglL™)
Bajo peso molecular
Naftaleno CyoHs 2 128,17 7,5x10" 31 3,36
Acenaftileno CyoHs 3 152,20 2,9%10% 16 403
Acenafteno CiaHig 3 154,21 4 5x1 o? 3.8 3,55
Fluoreno CiaHig 3 166,20 3,2x107 1,98 418
Fenantreno CigH1o 3 178,20 6,8x1 o* 1,20 4 57
Antraceno CiaH1o 3 178,20 1,7x10° 7,6x107 454
Mediano peso molecular
Fluoranteno CigHyg 4 202,26 5.0x10° 0,26 522
Pireno CisH1o 4 202,30 2.5x107%° 7,7x107 5,18
Benzo[a]antraceno CigHz 4 228,29 2,2x107 1,0x107 5,91
Criseno CigHiz 4 228,30 6,3x107 2 8x107 591
Alto peso molecular
Benzo[b]flucranteno CopHiz 5 25230 5,0x1 o’ ‘1,2}-:1[)'3 6,50
Benzo[k]fluoranteno CagHi2 5 252,30 9.6x10™"" 7.6x107 6,20
Benzo[a]pireno CagHya 5 252,30 5 6x10™ 23x10° 6,50
Dibenzo[a,hjantraceno CosHig 5 278,35 1,0x107° 5,0x10™ 6,20
Benzo[g,h,ijperileno CosHa 6 276,34 1,0x107° 2,6x10™ 7,10
Indeno[1,2,3-cd]pireno CazHi2 6 276,30 1,0x10™" 6,2x107 6,50




2.1.2 Formacién de los HAP

La formacién de los HAP se considera que ocurre en dos distintos pasos de reaccion:
pirdlisis y pirosintesis durante los procesos de combustion incompleta de la materia
organica en general. En la pir6lisis, los compuestos organicos son parcialmente
cragueados a moléculas mas sencillas, inestables a altas temperaturas. Esto es
seguido por la pirosintesis, o fusion de fragmentos dentro de estructuras de mayor peso
molecular y relativamente mas estables. A pesar de la gran cantidad de diversos HAP
formados durante estas reacciones, sélo un nimero limitado ingresa al ambiente. En el
afio 2003, Holland y Turekian, indican que esto se debe a que los HAP inicialmente
formados, por si mismos, pueden ser destruidos durante la combustién, como un
resultado de reacciones secundarias que producen la formacién tanto de estructuras

altamente condensadas o la oxidacién de carbén *3,

Los combustibles que forman los HAP son: metano, otros hidrocarburos, hidratos de
carbono, ligninas, péptidos, etc. Sin embargo, los compuestos insaturados y las
estructuras ciclicas suelen favorecer la formacion de estos compuestos organicos. Los
HAP se liberan de la zona de combustidon en forma de vapores y debido a sus bajas
presiones de vapor, la mayoria, se condensan en el acto sobre particulas de hollin o
forman ellos mismos particulas muy pequefias. En general, la tasa de formacién de
estos poliaromaticos depende de las condiciones de combustion. Una combustion que
genere mucho de humo negro, dara lugar a una mayor cantidad de estos hidrocarburos

por masa de compuesto quemado *3!.



2.1.3 Fuentes de emisién de los HAP

Existen dos fuentes responsables de la presencia de HAP en el ambiente, la natural y la
antropogénica. Entre las fuentes de origen natural destacan la actividad volcénica y
lixiviacion de mantos de carbén *° aunque al tratarse de focos muy esporadicos es
dificil estimar su contribucion 4. El petrleo y en general los combustibles fésiles
contienen de forma natural HAP en bajas concentraciones (alrededor del 1%),
dependiendo en gran parte del origen del crudo “°. En los dos ltimos siglos, el
creciente uso de combustibles para aplicaciones industriales, calefaccion y transporte,
ha generado un aporte muy sustancial de estos compuestos . También se incorporan
HAP a la atmosfera mediante el desgaste de los neuméticos, las particulas de asfalto
que se desprenden de la carretera y los residuos de aceites lubricantes. El trafico
vehicular es una fuente de emisién de HAP muy importante en areas urbanas, donde se
han hallado las concentraciones mas elevadas de estos compuestos. No obstante, en
zonas naturales la presencia de HAP ha cobrado importancia en los ultimos afios

debido al impacto causado por la creciente densidad de trafico a nivel general %,

Estudios mas recientes, Lehndorff y Schwark en el afio 2004 ¥, clasifican a los HAP
segun su origen pirogénico: procedentes de la combustion de la materia organica,
reciente o fésil, bien por causas naturales (incendios de bosques, erupciones
volcénicas, etc.) o antropogénicas (utilizacion de combustibles fésiles, incineracion de
residuos, craqueo del petréleo, emisiones de vehiculos, procesos industriales de
gasificacion, etc.) que ocurren a altas temperaturas y petrogénico: procedentes de
vertidos accidentales o intencionados de petréleo y sus derivados en menor proporcion
%1 Los HAP de origen pirogénico se forman por la ruptura o “craqueo” a altas
temperaturas de la materia organica en compuestos de bajo peso molecular que son

rapidamente recombinados en estructuras de HAP no alquilados. Generalmente, entre
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los HAP de origen pirogénico predominan los compuestos de alto peso molecular
(compuestos formados por mas de 3 anillos aromaticos) frente a los mas ligeros. De
hecho, la misma cantidad de materia organica quemada en iguales condiciones pero a

diferente temperatura puede emitir cantidades muy distintas de estos compuestos *°.

Los HAP de origen petrogénico se crean durante los procesos diagenéticos, en los que
la materia organica sedimentada sufre una serie de procesos geoquimicos naturales
dando lugar a la formacion de estos compuestos. Estos procesos ocurren a relativa baja
temperatura (<150°C) y durante tiempo prolongado dando lugar a la formacién de
petréleo y combustibles fosiles que contienen HAP. Se trata generalmente de
poliaromaticos de bajo peso molecular (compuestos de 2 a 4 anillos aromaticos) que en
el medio ambiente se encuentran en combinacién con los HAP pirogénicos. Una
diferencia importante entre los HAP de origen pirogénico y petrogénico es la
persistencia en el medio ambiente. Este hecho se debe, en parte, a que la liberacion de
HAP petrogénicos al medio ambiente es menor que los de origen pirogénico. No
obstante, estos Ultimos son mas persistentes y se encuentran mas protegidos frente a
reacciones de degradacion por la asociacién en forma de aglomerado ™.

Aunqgue esta clasificacion es simple, no siempre resulta Gtil para discernir las fuentes de
HAP en un sitio dado debido a que: i) un mismo compuesto puede provenir de
diferentes fuentes; ii) dependiendo de la temperatura de combustion, duracién del
proceso, las condiciones de la llama (oxigeno) y del tipo de material organico se
obtienen perfiles de HAP diferentes y iii) una vez expuestos, sufriran procesos de
transformacion que dependeran de las caracteristicas quimicas de los compuestos y de

las variables ambientales %,
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2.1.3.1 Otras fuentes menos comunes: el tabaco y los alimentos

Una de las formas de combustion incompleta de la materia organica y que es
considerada de origen antropogénico es la que conlleva el hdbito de fumar. Entre los
muchos productos que se originan en la combustion, el humo del tabaco contiene
cantidades importantes de HAP, de hecho, se encuentran tanto en el humo
directamente inhalado por el fumador, como en el que se exhala después, sin embargo,
al igual que ocurre con las fuentes de origen natural, el humo del tabaco es dificil de

evaluar por su caracter irregular 19,

Algunos HAP pueden formarse también como productos de la pirdlisis de los
carbohidratos, aminoécidos y acidos grasos. De esta manera, muchos alimentos al ser
procesados, especialmente las carnes elaboradas a la parrilla en que la coccion se
produce a elevadas temperaturas y en contacto directo con la llama, forman HAP en su
superficie *®. Lo mismo ocurre en los procesos de ahumado del pescado o carnes,
donde se absorben HAP provenientes de la combustién del carb6n o madera empleada
19 Se ha estudiado recientemente la deteccién de HAP en cereales 7, lo cual, hace
necesaria la investigacion de estos compuestos en alimentos y agua que son para el
consumo humano. Es importante destacar que existen mdltiples fuentes de los
poliarométicos, por tanto es de esperarse que ellas puedan llegar a los ambientes
acuaticos por efluentes industriales como domésticos, depédsitos de particulas

atmosféricas y derrames de petroleo.
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2.1.4 Distribucién de los HAP en el medio ambiente

Las reacciones de combustién y pirdlisis son procesos muy complejos y de amplio
alcance, lo que implica una distribucién de los HAP en todos los compartimientos
ambientales: aire, suelo, agua, sedimentos, tejidos biolégicos incluyendo algunos
alimentos ™. Ademas, presentan amplios rangos de concentracion, dependiendo de la

matriz en la que se encuentran '),

2.1.4.1 HAP en el aire

Los HAP se encuentran fundamentalmente como contaminantes atmosféricos. En el
aire estan presentes como vapores o gases, también se encuentran adheridos a la
superficie de pequefias particulas sélidas. La distribucion de estos compuestos entre la
fase gas y las particulas atmosféricas esta condicionada por factores como la
temperatura ambiente, la humedad relativa, las propiedades y concentracién de los
HAP y la composicién quimica de los aerosoles ). Durante el tiempo de residencia en
la atmésfera, los HAP pueden reaccionar con compuestos atmosféricos como el ozono,
oxidos de nitrogeno y dioxido de azufre para transformarse en dionas, nitro y dinitro
derivados y &cidos sulfonicos, respectivamente. De modo que es posible generar
compuestos mas polares y, por lo tanto, mas solubles en agua que los compuestos
iniciales. Igualmente pueden sufrir oxidaciones fotoquimicas dando lugar a quinonas,
fenoles y dihidrodioles, generando algunos productos de caracter mutagénico. Los
estudios mas recientes para determinar HAP en Venezuela, se han enfocado en el
compartimiento atmosférico empleando biomonitores %8, justamente por los procesos
involucrados en la explotacion petrolera y relacionada con la combustién de vehiculos

19 En general, esta contaminacién consiste en mezclas de HAP, no de compuestos
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aislados; la composicion especifica de cada emision depende de varios factores, tales
como: el tipo de combustible utilizado, sus propiedades, y el tipo de tecnologia utilizada
para su combustion. Por otra parte, los HAP en general, se emiten unidos a otras
particulas y una vez en el aire pueden sufrir rapidamente procesos de oxidacion o
degradacion, favorecidos por la presencia de otros contaminantes y de la radiacion

solar 1201,

2.1.4.2 HAP en el agua y suelo

En el suelo, los HAP impiden el intercambio gaseoso con la atmésfera, iniciando una
serie de procesos fisicoquimicos, que dependiendo del tipo de hidrocarburo,
temperatura, humedad y textura del suelo pueden ser procesos mas o menos lentos
31 De igual manera, los HAP se unen a otras particulas y algunos casos pueden
contaminar los acuiferos. La degradacion de algunos HAP en el suelo y en el agua
puede llevar semanas y meses, siendo causada en su mayoria por la acciéon de
microorganismos %, La contaminacion de suelos donde se desarrollan actividades
industriales, agricolas y humanas en general, se debe principalmente a la inadecuada
gestiéon del mismo, la cual ha llevado a la disposicion deliberada o accidental de
desechos sobre el suelo, tanto de materia organica, solventes o residuos peligrosos,
perjudicando a su vez cualquier actividad posterior relacionada con este recurso, lo que

| B4 Algunos HAP encontrados en el suelo

se traduce en un grave problema mundia
son el fluoranteno, pireno y criseno ©, y son el resultado en parte, de la combustion de
fuentes naturales, asi como también, a partir de actividades antropogeénicas

contaminantes.
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En el ambiente acuatico, los HAP estan presentes en estado de particulas suspendidas
y disueltos, también son liberados mediante vertidos directos, como en los vertidos de
crudo. De igual manera, pueden entrar a las aguas superficiales a través de las
descargas de plantas industriales y de tratamiento de aguas residuales, los cuales a su
vez pueden ser liberados a los suelos quedando adsorbido sobre el sedimento arcilloso
8] |Los HAP tienden a adsorberse a cualquier material particulado debido generalmente
a su baja solubilidad; su solubilidad es dependiente de la temperatura, pero puede ser
promovida por la presencia de materia organica natural, tal como las sustancias

hamicas 2,

Las aguas constituyen reservorios importantes de la contaminacion por HAP desde
donde estos se distribuyen hacia los sedimentos y la biota. En aguas naturales, es
comun encontrar concentraciones de HAP totales que van desde valores menores a 50
ng/L para sitios no contaminados hasta 6 g/L en los rios contaminados. En agua potable
las concentraciones oscilan entre 0,02 y 1,8 ng/L. Es por esto que, son clasificados por
varios autores como contaminantes organicos persistentes no intencionales. Segun la
Union Europea, para las aguas superficiales empleadas como fuente de abastecimiento
para agua potable, el limite establecido para la suma de fluoranteno;
benzo(b)fluoranteno; benzo(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; benzo(ghi)perileno e indeno

([cd]pireno) es de 1 mg/L 29,

2.1.5 Efectos de los HAP sobre la salud y el medio ambiente

Los HAP pueden entrar al organismo por diferentes vias, debido a que estan presentes
fundamentalmente en el aire contaminado, la principal via de entrada es respirando el
aire que los contiene. Ademas, es posible ingerir alimentos o aguas que se encuentren

contaminadas, asi mismo, algunos HAP pueden ser absorbidos por la piel, suelen
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acumularse y sus efectos pueden producir dafios en el organismo a largo plazo, incluso
en un periodo de tiempo de un afo, segun el nivel de exposicion. Las personas que
viven cerca de sitios donde ocurren emanaciones industriales que contienen estos
compuestos suelen estar expuestas al aire contaminado, sin embargo, no se sabe con
certeza la velocidad y el grado de absorcién de los HAP en los pulmones. Una vez en el
organismo, estos compuestos pueden llegar a todos los tejidos del cuerpo que
contengan grasa, donde tienden a almacenarse. De esta manera, son mas abundantes
en el higado, los rifiones, y en general en los depdsitos grasos del cuerpo, como el
tejido adiposo ™%, Un aspecto importante para comprender la actividad biolégica de los
HAP es su metabolismo, es decir, la serie de transformaciones que sufren una vez
absorbidos por el organismo. Como cualquier sustancia externa, este trata de
eliminarlos mediante procesos que realizan las proteinas que se encuentran en el

organismo llamadas enzimas 9.

La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC por sus siglas en
inglés) ha determinado que: el benzo[a]antraceno y el benzo[a]pireno son probables
carcinogenos humanos; el benzo[b]fluoranteno, el benzolj]Jfluoranteno, el
benzo[Kk]fluoranteno y el indeno[1,2,3-c,d]pireno son posibles carcin6genos humanos; y
antraceno, benzolg,h,i|perileno, benzo[e]pireno, criseno, fluoranteno, fluoreno,
fenantreno y el pireno no son clasificables como carcindgenos en los seres humanos.
Por otra parte, la EPA-USA ha determinado que el benzo[a]lantraceno, el
benzo[a]pireno, el benzo[b]fluoranteno, el benzo[k]fluoranteno, el criseno, el dibenzola,

h]antraceno y el indeno[1,2,3-c,d]pireno son probables carcindgenos humanos ™.
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2.2 MUESTREO PASIVO

El muestreo pasivo puede ser definido en su sentido mas amplio como cualquier técnica
de muestreo basado en el libre flujo de moléculas de un analito desde el medio en que
se encuentra la muestra (aire, agua o suelo) a una fase de recepcién en un dispositivo
de muestreo o medio colector durante un periodo de tiempo Y. Los métodos de
muestreo pasivo han demostrado a lo largo de diversas investigaciones su uso como
herramientas para la medicion de las concentraciones acuosas de una amplia gama de
contaminantes. Un muestreador pasivo debe permitir analizar la presencia o ausencia
de contaminantes, asi como también estudiar la variacion de espacio-tiempo de los

HAP en el ambiente que se esté muestreando Y.

2.2.1 Tipos de muestreadores pasivos

Los muestreadores pasivos han sido empleados para acumular un analito por un
periodo de tiempo determinado, aumentando asi su concentracidon y por ende, elevar su
sensibilidad segun la técnica de analisis a la cual sea sometido, ademas, pueden ser
evaluados los cambios estacionales o aleatorios que pueda sufrir el sistema y que no
son reportados en un muestreo activo. Ademas, estos muestreadores se utilizan
frecuentemente debido a la necesidad de controlar los niveles de concentracion de
contaminantes en el medio ambiente para satisfacer los requisitos de los marcos
legales, ya que muchos de estos compuestos como se ha mencionado anteriormente,
pueden presentar una amenaza tanto para salud humana como para los ecosistemas
211 Se han desarrollado ciertos tipos de muestreadores pasivos, los cuales, han sido
optimizados a lo largo de los afios para el analisis de muestras de contaminantes en

los diferentes compartimientos que conforman el medio ambiente. Entre los dispositivos
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de muestreo pasivo se encuentran los siguientes: Dispositivo de Membrana
Semipermeable (DMS), el cual, se utiliza principalmente como muestreador pasivo
debido a que permite la acumulacién de contaminantes organicos que se encuentran en
medios acuaticos, sedimentos o en la atmosfera a través un dispositivo que es colocado
en el sitio de muestreo durante un periodo de tiempo. Otro tipo de muestreo pasivo es
la micro extraccion en fase solida (SPME por sus siglas en inglés), es una técnica que
se basa en la extraccion de los analitos de la matriz de la muestra mediante una fibra
gue esta recubierta de un soporte, en la mayoria de los casos polimérico, seguida de la
desorcién de los analitos mediante temperatura o empleando un disolvente organico. La
extraccion se considera completa cuando la concentracion del analito ha alcanzado el
equilibrio de distribucién entre la muestra y la fibra *”. El muestreador de polimero
recubierto de vidrio (POG, por sus siglas en inglés), es usado como sensor de
fugacidad tanto en aire exterior como interior. Asi mismo, han sido desarrollados otros
dispositivos que se emplean en el muestreo de compuestos organicos como los que se
presentan en la tabla 2, la cual compara los aspectos clave y las caracteristicas de
rendimiento de los muestreadores pasivos Y. De los siete examinados, sélo unos
pocos presentan superposicion de funciones. Claramente, no hay un dispositivo que
pueda proporcionar los datos deseados para todos los escenarios de exposicion.
Ademas, un problema inherente a todos los muestreadores pasivos disefiados para
alcanzar el equilibrio es la amplia gama de coeficientes de particiébn octanol-agua (Kow)
y coeficiente de reparto aire-agua (Kaw) requeridos de la variedad de compuestos

organicos de interés .



Tabla 2. Comparacién de las caracteristicas de los muestreadores pasivos y sus aplicaciones
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para compuestos organicos.

Modificado de Huckins et al. .
DMS MEFS PRV PEBD (tiras) MPPCIS DMICOP SMP
Integrado (log Equilibrio (log Equilibrio Integrado (log Integrado Integrado Integrado
Clasificacion KowS>4,5) KowS<6) (logKawS<10) KowS>5)
Agua superficial, Agua superficial, Agua Agua superficial, Agua Agua Agua superficial, agua
Medios en donde se encuentra agua subterranea, agua subterrénea, | superficial y agua subterranea, | superficial superficial, subterranea, aire,
la muestra aire, sedimentos y sedimentos y aire sedimentos y aire agua sedimentos y suelo.
suelo. suelo. subterranea y
sedimentos.
Compuestos Compuestos Compuestos Compuestos Compuestos | Compuestos Compuestos organicos
Tipo de compuestos organicos orgéanicos orgéanicos orgéanicos orgéanicos organicos hidrofébicos (COHs) y
muestreados hidrofébicos hidrofébicos hidrofébicos hidrofébicos hidrofébicos | hidrofilicos Compuestos organicos
(COHs) (COHs) (COHs) (COHs) (COHs) (COHF) hidrofilicos (COHF)
Capa limite Capa limite Capa limite Capa limite Capa limite Capa limite Membrana difusiva
Control de la velocidad de externa, aire o externa, aire o externa, aire o | externa, aire o externa, aire | externa, aire o
muestreo agua. (log agua. (logKewS>?) | agua. agua. (logKqwS>?) | o agua. agua
KowS>4,5) (logKowS>?)
ANV ¢ 90 cm-1 1400 cm-1 104 cm-1 230 cm-1 0,1 cm-1 150 cm-1 110 cm-1
(91,4 x 2.5 cm) (7 ym de pelicula) | (1 ym de (85 um de
pelicula) pelicula)
] 460 cm 0,4 cm?® 7 uym 290 cm?; 6,8 x | 460 cm’ 23cm’ 41 cm? 16 cm”
Area (91,4 x 2,5 cm) film x 10 cm 7,0 cm (91,4 x 2,5cm)
5,0uL 0,28 uL 29 uL 2,0uL 2,0 x 105 uL | 240 uL 145 pL C18
Volumen de la fase liquida 7 pum film 1 ym film 85 pm film
adsorbente
Capacidad de sorcién 560 L (w) 0,027 L (w) 16 L (w) 79 L (w) 1,3 x 105 ? 75 L (w)
L (w)
360 m° (a) 18 L (a) 10,4 m°® (a)

ANV Area de superficie (cm?) de la toma de muestras dividida por el volumen (cm?)

de la fase de acumulacion.
KowsS: producto del coeficiente de reparto octanol-agua y la membrana.

Kaws: producto del coeficiente de reparto aire-agua y la membrana.

DMS: dispositivos de membrana semipermeable

MEFS: microextraccion en fase sélida
PRV: polimero recubierto de vidrio

PEBD: polietileno de baja densidad
MPPCIS: muestreador pasivo de pre-concentracion “in situ”

DMICOP: dispositivo para el muestreo integrado de compuestos organicos polares

SMP: sistema de muestreo pasivo
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2.3 FUNDAMENTO TEORICO DEL PROCESO DE EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO

Los HAP son ampliamente conocidos por ser compuestos no polares o débilmente
polares que presentan una gran afinidad por las fases organicas hidrofébicas
presentando a su vez una baja solubilidad en agua ??. En el proceso de extraccion
liquido-liquido, en el cual se basa el fundamento de determinacion de HAP en muestras
acuosas, se incluye la distribucion de un compuesto organico entre dos solventes que
son inmiscibles entre si. Generalmente, uno de los solventes es agua y el otro un
solvente organico no polar. Aprovechando la diferencia de solubilidad de un compuesto
en un par de solventes, pueden ser selectivamente transportados de una fase liquida a
otra durante el proceso de extraccion. El coeficiente de distribucién octanol-agua (Kow
por sus siglas en inglés) de una sustancia, también llamado coeficiente de particion
(Pow por sus siglas en inglés) es el cociente, en el equilibrio, de las concentraciones,
gue mide la solubilidad diferencial de esa sustancia en una mezcla bifasica formada por
dos solventes inmiscibles entre si, como por ejemplo n-octanol y agua. El uso de n-
octanol, como referencia, es porque se trata de un compuesto organico el cual simula
acertadamente el caracter hidrofébico y tiene una gran afinidad hacia los lipidos de una
sustancia que se encuentra disuelta en agua, grasas 0 compuestos no polares que
puedan estar disueltos en agua, la ecuacién (1) expresa cédmo calcular este coeficiente
de particion 2.

soluto] ,

HDH’ = Hﬂff&ﬂﬂfﬁﬂgw = Ecuacion (1)

[soluto]

agua
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El valor de Kow de una sustancia esta relacionado con su capacidad de adsorcion o su
potencial de bioconcentracion en tejidos grasos. Un valor de Kow < 3 indica una
probable movilidad y transporte de ese material por su buena solubilidad, de facil
biodegradacion y se debe esperar una baja bioacumulacién. Por el contrario, un valor
de Kow = 3 indica una posible adsorcion en tejidos grasos contribuyendo con la
bioconcentracion o bioacumulacion, y debido a su escasa movilidad se favorece la
toxicidad de estas sustancias. Por esta razén, los HAP tienen un Kow > 3, lo que
justifica su baja solubilidad, inmovilidad, bajas tasas de biodegradacion, tendencia a

bioacumularse y ser persistentes en el medio ambiente ?2.

2.4 DISPOSITIVO DE MEMBRANA SEMIPERMEABLE

El Dispositivo de Membrana semipermeable (DMS), (Semipermeable Membrane Device
SPMD, por sus siglas en inglés), es un mecanismo de muestreo pasivo que se utiliza
como acumulador de contaminantes lipofilicos en ambientes acuosos, sedimentos y
particulado atmosférico como parte de un gran nimero de investigaciones en todo el
mundo; imitan los sistemas bioldgicos para proporcionar una medida de contaminantes
biodisponibles tanto en agua dulce como salada. Sin embargo, los DMS, a diferencia
de la biota tipica utilizada en las pruebas de contaminacion, no metabolizan los
compuestos secuestrados, no es especifico del lugar, es mucho mas facil de extraer, y
no van a sufrir una sobredosis 0 morir a causa de la contaminacién por la acumulacion

del contaminante 4,
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El primer DMS propuesto por Huckins et al. en el afio 1992, ha sido empleado en varios
estudios a nivel internacional, y se compone de un tubo de polietileno de baja densidad
(LDPE por sus siglas en inglés) el cual, contiene un compuesto en el interior
denominado fase secuestrante Y. El sistema de secuestro consta de una fina capa de
un compuesto organico lipidico de alto peso molecular como la trioleina, que disuelve y
concentra los contaminantes organicos que traspasan la membrana (ver figura 2). El
polimero a menudo se considera no permeable, pero en realidad consta de poros de
menos de 10 A de diametro. Estos poros permiten la difusion selectiva de los productos
quimicos organicos hidréfobos, que luego son secuestrados en la fase lipidica y pueden

ser evaluados o analizados por una variedad de técnicas ?%.

Figura 2. Membrana semipermeable de polietileno de baja densidad (LDPE por sus siglas en inglés) e,

La acumulacion de los compuestos organicos es determinada por las afinidades
relativas de éstos al medio externo e interno de la membrana. A medida que transcurra
el tiempo, la concentracién de las moléculas en la fase mas afin se hara mayor hasta
gue el sistema alcance la condicion de equilibrio, determinada por la afinidad de cada

uno de los compuestos con la fase interna, fase secuestrante. Para que la molécula
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ingrese a esta fase, debe inicialmente atravesar una capa de moléculas de agua
adsorbidas en la superficie de la membrana, y en ese punto puede desprenderse de las
moléculas de agua que la mantenian solvatada. Dicho proceso transcurre segun la
afinidad del analito hacia el agua y hacia la membrana. La figura 3 muestra una vision
sencilla de este proceso, puede considerarse que la difusibn de los compuestos
organicos lipofilicos ocurre desde el medio externo hacia el interno a través de una

barrera conformada por la membrana semipermeable Y,
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Figura 3. Esquema simplificado de la difusion pasiva en Dispositivos de Membrana Semipermeable e,
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El disefio del DMS permite una localizacién de muestreo fijo eliminando los problemas
de migracién y mortalidad relacionados con los organismos acuaticos. El dispositivo
esta conformado por una canasta o armazon de acero inoxidable que contiene dentro
un soporte del mismo material sobre el cual se dispone la membrana en forma de
arafia, este sistema puede ser armado o instalado rapidamente para minimizar la
exposicion a la atmésfera. Los tiempos de exposicion recomendados varian en funcién
del nivel previsto de los contaminantes y las temperaturas del ambiente acuatico, pero
por lo general, se ha encontrado que un tiempo de horas a semanas proporciona muy
buenos resultados ¥, El modelo cominmente empleado segin la compaififa de
Tecnologia en Muestreo Ambiental (EST, por sus siglas en inglés), se muestra en la

figura 4.

Figura 4. Dispositivo de Membrana Semipermeable (DMS) comercial [24),
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Ademas, de proteger el DMS de golpes y organismos, y proporcionar una estructura
sélida para su anclaje en el agua se coloca la canasta de acero inoxidable es capaz de
dejar pasar el flujo de agua pero, a su vez puede cuidar la membrana del paso directo
de la luz y evitar asi la fotélisis de los HAP ?. Debido a esto, se han desarrollado
diversas presentaciones de DMS y canastas metalicas, las cuales estan disponibles en
funcion de las necesidades del muestreo a realizar; en la tabla 3 se presentan algunos

de los modelos mas empleados y sus principales caracteristicas .

Tabla 3. Modelos de dispositivos de membrana semipermeable y canastas metdlicas [24],

Modelo Dimensiones Descripcion

15 cm de alto x 16 cm de | Utiliza la longitud estandar de
ancho. Dos anillos "D" en el | DMS (91,4 cm) y contiene de
cuerpo de la lata y un anillo | uno a dos soportes de arafia.
"D" en la tapa. La distancia
entre el anillo "D" en la tapa
y el primero del cuerpo es
6,5 cm. Los anillos "D" son
25 mm de ancho y 19 mm de
profundidad.

30 cm de alto x 16 cm de
ancho. Dos anillos "D" en el
cuerpo de la lata y un anillo
"D" en la tapa. La distancia
entre el anillo "D" en la tapa
y el primero sobre el cuerpo
es 6,5 cm. Los anillos "D"
son 25 mm de ancho y 19
mm de profundidad.

Puede contener hasta cinco
soportes de arafia y utiliza la
longitud estandar de DMS
(91,4cm)
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Tabla 3. Continuacion. Modelos de dispositivos de membrana semipermeable y canastas metalicas 24,

73 cm de largo x 4,5 cm de | Utiliza la longitud estandar de
ancho. DMS (91,4cm)

9.5 cm largo x 4.5 cm de | Es el soporte mas pequefio
ancho. del que se dispone y que
permite realizar un muestreo
sencillo utilizando uno o dos
DMS de seis pulgadas.

2.4.1 Ventajas y desventajas de los DMS

Los Dispositivos de Membrana Semipermeable, constituyen una herramienta muy (til
en el proceso de captacion de contaminantes organicos hidrofébicos que se encuentran
en los ambientes acuaticos. De igual manera, pueden emplearse como muestreadores
en aguas altamente contaminadas que no estén habitadas por organismos vivos que
puedan servir de biomonitores .. Entre otras ventajas, permite calcular la concentracién
promedio de un contaminante en el agua, siendo esto resultado del tiempo de

exposicién de un compuesto a las condiciones ambientales y climéticas, debido a que
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se pueden dejar en la zona de muestreo durante largos periodos de tiempo (de
semanas a meses). También, es posible percatarse de cambios bruscos en la
concentracion de un contaminante por eventos repentinos, tales como derrames

quimicos 4.

Uno de los principales inconvenientes que se ha encontrado en la literatura con
respecto al empleo de los DMS esta asociado al proceso mediante el cual se extraen
los contaminantes de la fase secuestrante, trioleina. Este procedimiento requiere la
didlisis de la membrana, con un solvente organico no polar, lo cual implica el uso de
grandes cantidades de solvente y largos periodos de tiempo en el andlisis . Sin
embargo, en los ultimos afios se han realizado estudios de técnicas analiticas que
tratan de optimizar el proceso de extraccion de los contaminantes empleando métodos
como extraccion asistida con microondas, en donde se utliza la radiacion por
microondas como fuente de calentamiento de la muestra con una mezcla de solvente

[25], asi mismo, se ha desarrollado una modificaciéon en el

para acelerar la extraccion
proceso de didlisis empleando extraccion asistida con ultrasonido, lo cual ha arrojado
resultados satisfactorios en el recobro de los contaminantes de la membrana *°.
Existen otros estudios en los que se realiza la agitacion directa de la membrana abierta
por un extremo o cerrada, con un solvente orgéanico " Sin embargo, se ha encontrado
que estas técnicas 0 han sido poco eficientes para extraer toda la concentracion
presente de contaminantes o colocan la trioleina en el extracto organico lo que dificulta
luego el proceso de limpieza, encontrandose en el estudio cromatografico sefiales de
interferencias debidas a los productos de degradacion de la trioleina o de la membrana
misma que no fueron depurados. Asi mismo, los métodos de limpieza también han sido
mejorados y se han establecido parametros cromatograficos para reducir las sefales de

las posibles interferencias .
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También, se han propuesto modificaciones de los dispositivos DMS para mejorar su
rendimiento y abaratar su precio; tales como: el empleo de tiras de polietiieno de baja
densidad sin ningun tipo de relleno 2, |a sustitucién del relleno de trioleina por grasas
como aceites de maiz y aceite de oliva y la modificacién de la membrana de polietileno
con acetato de celulosa . Estas alternativas que se han venido desarrollando en los
altimos afios constituyen una nueva forma de emplear DMS como muestreadores
pasivos para el analisis de contaminantes presentes en el agua, ya que, proporcionan

un menor costo y mayor disponibilidad.

2.5 TECNICAS DE EXTRACCION APLICADAS SOBRE DMS

El proceso de extraccion se basa fundamentalmente en poner en contacto la muestra
con un solvente adecuado. Posteriormente, la mezcla con el solvente es sometida a
una serie de tratamientos de recobro de distintos rangos de agresividad, que van desde
la simple agitacién hasta someter la mezcla a temperaturas y presiones diferentes a las
condiciones ambientales, dependiendo de la fortaleza de la interaccion entre el analito y
la matriz. El aumento de la temperatura del solvente generalmente mejora la solubilidad
de los analitos, ademas, de los coeficientes de difusion y la capacidad del disolvente
para debilitar la interaccién analito-matriz. Asi mismo, con la aplicacion de presion se
facilita la penetracion del disolvente en los poros de la matriz permitiendo la extracciéon
del analito. La optimizacion de estos parametros hace eficiente la extraccién y reducen
el tiempo de andlisis *. Las técnicas de extraccién empleadas en muchos casos para
la determinacion de HAP en DMS estan aun lejos de su estandarizacion, sin embargo,
una de las mas utilizadas consiste en la dialisis con un solvente organico (OSD, por sus

siglas en inglés), siendo el hexano el solvente usado en la mayoria de los casos ?°.
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Los estudios mas recientes, sobre DMS han sido enfocados en la optimizacion de esta
etapa de extraccion, con la finalidad de disminuir principalmente la cantidad de solvente
utilizado en la técnica de dialisis, lo que contribuiria con la disminucion de la
contaminacion ambiental *®. Es asi como se ha implementado el uso de otras técnicas
de extraccion entre las que se encuentran: la extraccion asistida por microondas y
extraccién asistida por ultrasonido ®® siendo esta dltima, la implementada en el

presente trabajo de investigacion.

2.5.1 Extraccion asistida por ultrasonido

La frecuencia de ultrasonidos se define como sonidos cuyas frecuencias se encuentran
mas alla del rango perceptible por el ser humano, generalmente se encuentran entre 20
y 500 MHz 1. El sonido, incluyendo el ultrasonido es transmitido a través de cualquier
medio fisico por medio de ondas que comprimen y estiran el espacio molecular a su
paso por el medio. A medida que el ultrasonido va atravesando el medio, sus
oscilaciones varian a su punto de salida. Cuando una onda del ultrasonido causa una
presidn negativa suficiente a través de un liquido, la distancia entre las moléculas del
mismo excede la minima distancia molecular requerida para mantener el liquido intacto,
lo que origina que las fuerzas de cohesion se rompan y se cree un vacio. A este vacio
se le conoce como burbujas de cavitacion. Las colisiones entre las burbujas de
cavitacion constituyen la primera fuente de los efectos quimicos y mecénicos de la

energia del ultrasonido B

En el campo de la Quimica Analitica, los equipos de
ultrasonido constituyen una herramienta muy empleada debido a su gran eficiencia en
diferentes campos como la extraccibn de compuestos tanto organicos como
inorganicos. Recientemente, el uso de ultrasonido en procesos de extraccién ha sido
introducido como una nueva técnica de preparaciéon de muestras para la extraccion de

compuestos organicos de matrices liquidas y solidas. Esta técnica se basa en el uso de
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la energia ultrasdnica para asegurar una mejor eficiencia en el contacto con la muestra
y el solvente, permitiendo rdpidas extracciones minimizando asi, tanto el volumen de

muestra procesada como el de solvente utilizado B*.

En el afio 2013, Bustamante et al. *, desarrollaron un nuevo procedimiento basado en
la técnica de dialisis asistida por ultrasonido (UAD, por sus siglas en inglés) para la
extraccion de HAP contenidos en los DMS. Esta técnica utiliza sonidos de alta
frecuencia con el fin de desprender los contaminantes secuestrados por la trioleina de
la membrana semipermeable. Las particulas vibran y se aceleran ante la accion
ultrasénica y como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase grasa al solvente 2%,
El efecto de las ondas de ultrasonido depende de muchas variables, es por ello que
para obtener una extraccion eficiente, es importante optimizar los parametros
operacionales en funcién del tipo de analito y matriz con la que se quiera trabajar .
Entre los factores que influyen en el proceso de extraccion se encuentran los

siguientes:

1. Solvente de extraccidon: debe ser elegido tomando en cuenta la polaridad y
solubilidad del compuesto que debe ser extraido, en general, solventes con
caracteristicas similares al compuesto que quiere ser extraido proveen buenos

resultados.

2. pH de la solucidon extractante: en algunos casos es necesario ajustar el pH,

para asegurarse de lograr una eficiente desorcion de la matriz de muestra.

3. Volumen del solvente de extraccién: debe ser acorde al volumen de muestra,
para lograr una extraccion eficiente del compuesto, volimenes mayores al

Optimo no incrementan la recuperacion, por lo contrario, bajo estas condiciones,
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la concentracion del analito se diluye causando una disminucion de la

sensibilidad del método y consumo innecesario del solvente.

4. Tiempo de extraccion: el aumento de la eficiencia de extraccién con el tiempo
de sonicacion, se obtiene hasta que se alcanza el equilibrio, tiempos mayores al
Optimo producen una reduccion en las recuperaciones obtenidas, probablemente
por la degradacion del compuesto o por la descomposicion del solvente organico

causada por las ondas del ultrasonido.

5. Temperatura de extraccion: en general, el uso de altas temperaturas produce
mejores recuperaciones que cuando se trabaja en extracciones frias. En la
extraccidn asistida por ultrasonido, un incremento de la temperatura implica
mayor eficiencia en el proceso de extraccion debido al incremento del nUmero de
burbujas de cavitacion y del area de superficie de contacto. Sin embargo, este
efecto tiende a desaparecer cuando se trabaja a temperaturas préximas a la de
ebullicion. Por otra parte, hay que tener en cuenta que algunos analitos se
degradan rapidamente con el aumento de la temperatura y en caso de
compuestos organicos volatiles con altas presiones de vapor, estos pueden
perderse por evaporacion.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la extraccion también dependerd de la
posicion del recipiente dentro del bafio. Debido a esto es necesario tener cuidado en
colocar el recipiente siempre en el mismo lugar prefijado en el bafio para que se

encuentre expuesto a las ondas de ultrasonidos de la misma manera y evitar asi

(32]

problemas en la reproducibilidad de los experimentos Esta técnica es la mas

econdmica y tiene los requerimientos instrumentales mas bajos entre las mas modernas

(30]

técnicas de extraccidn desarrolladas Ademas, ha proporcionado resultados
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satisfactorios en la recuperacion de los contaminantes de la membrana, y requiere poco

volumen de solvente 281,

2.6 METODOS ANALITICOS EMPLEADOS EN LA PURIFICACION Y
DETERMINACION DE HAP

La eleccién de la metodologia analitica relacionada al procedimiento de extraccion y
limpieza para los HAP depende de las caracteristicas fisicoquimicas de los analitos, el
limite de deteccidn requerido, el nivel y tipo de interferencias, la resolucion que se
requiere, precision y exactitud de los instrumentos disponibles, tiempo de analisis y
costo. Independientemente de la matriz en donde se realice el andlisis, se requiere la
purificacion del extracto para eliminar los compuestos interferentes antes del andlisis
cromatografico *¥. En la mayoria de los casos este procedimiento se lleva a cabo por
cromatografia en columna abierta empacada con alumina, florisil y/o gel de silice, en
algunos casos se emplea una segunda purificaciébn por cromatografia de liquidos de
alta eficiencia. A través del proceso de adsorcion se separan los analitos que interfieren
en el andlisis con intervalos de polaridad bien definidos. Entre las desventajas que
presenta este procedimiento se incluyen los cambios de actividad en los adsorbentes, el
uso de grandes volumenes de solventes de alta pureza que deben ser evaporados
luego para la concentracion de los analitos de interés, asi como el tiempo total del
analisis. En el afilo 2003, Pefia, Morales, Labastida y Capella, realizaron un estudio
empleando la técnica de Extraccion en Fase Sdlida (EFS) como procedimiento
alternativo de purificacion en la metodologia analitica para la determinacion de HAP en
organismos marinos, este procedimiento fue comparado con el método tradicional de
limpieza del extracto por cromatografia en columna abierta, en donde, el procedimiento
alternativo presentd ventajas sobre el método de purificacién tradicional debido a la

reduccién del volumen de solvente empleado, menor tiempo de analisis y bajo costo B4,
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Las técnicas empleadas para la determinacion y cuantificacion son: Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia (CLAE) y Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (CG-EM), (HPLC y GC-MS por sus siglas en inglés respectivamente),
comunmente usadas para el andlisis de compuestos organicos, la selectividad en la
deteccion de los HAP mediante CLAE deriva de la respuesta de los compuestos
individuales a los diversos detectores. Algunos estudios consideran que una de las
mejores técnicas para determinar HAP es la cromatografia liquida con detector de
fluorescencia (CLF), debido a la eficiencia en alta sensibilidad, reproducibilidad y
velocidad de andlisis comparado con otros métodos analiticos . Asi mismo, Diaz,
Alfaro y Garza en el aflo 2001, desarrollaron un método analitico para determinar
poliarométicos a niveles trazas en agua potable mediante la técnica de Cromatografia
de Gases Capilar con detecciéon por Espectrometria de Masas (CGC-EM) ¢, En la
actualidad, es la cromatografia de gases una de las técnicas analiticas mas empleadas
en el monitoreo ambiental y, en combinacién con el detector de espectrometria de
masas, constituye una herramienta esencial en el analisis de especies organicas en
agua. El espectrdmetro de masas es el mejor detector que se puede acoplar con el
cromatdgrafo de gases (CG), ya que presenta las ventajas de ser sensible y especifico
en la identificacion de sustancias desconocidas o en la confirmacién de la presencia de
compuestos. Su alta sensibilidad, resulta de la accién del analizador que actia como un
filtro de masas, reduciendo asi la interferencia de fondo. La excelente especificidad en
la identificacion es el resultado de los patrones de fragmentacion caracteristicos que

proporcionan informacién acerca de la masa y la estructura molecular del analito %,
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2.7 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS: ANALISIS DE VARIANZA
(ANOVA)

El principal propésito de la experimentacion es obtener informacion confiable, es por
ello que el desarrollo de un disefio experimental es de particular utilidad en las etapas
iniciales de una investigacién, sobre todo cuando estan involucrados diversos factores
7 En un disefio experimental se manipulan una o mas variables, se prescribe una
serie de pautas relativas sobre qué variables hay que manipular, cuantas veces hay que
repetir el experimento y en qué orden para poder establecer con un grado de confianza
lo que se va a llevar a cabo 8. Es asi como el disefio estadistico de experimentos
contempla estrategias que son adecuadas para generar la informacion que se desea y
el andlisis de varianza (Analysis Of Variance, ANOVA por sus siglas en inglés) es una
de ellas B7\. El andlisis de varianza permite comparar los valores de un conjunto de
datos con los valores de otro conjunto, para evaluar si son significativamente distintos o
no mediante la asociacién a una probabilidad (pruebas de significancia entre dos o mas
conjuntos numéricos simultdneamente). Ademas, es un procedimiento que se adapta a
las caracteristicas del disefio experimental usado en la obtencion de los datos, no es un
método fijo, se adapta a cada disefio y se puede clasificar de distintas maneras.
Cuando los resultados de un experimento pueden ser afectados por dos factores, debe
emplearse el andlisis de varianza de dos factores o de dos vias para estudiar sus

efectos e interaccion entre ellos &7

. EI ANOVA es utilizado para proveer soluciones a
dos tipos de problemas fundamentales, por un lado, puede ser empleado para detectar
la existencia de relaciones fijas entre medias de una poblacion y para estimar los
parametro que definen tales relaciones, y por otro lado, puede ser usado para
determinar la existencia de componentes de variacion dentro del sistema que se esté
estudiando y permitir al investigador estimar estas variaciones, las cuales inciden en la

poblacién B9,
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El disefio experimental desarrollado en el presente trabajo de investigacion esta basado
en evaluar las variables de: tiempo de exposicion del dispositivo y agitacion a dos
niveles cada factor y en ver cual es su efecto sobre los gramos de fraccion de
hidrocarburos aromaticos extraidos mediante la técnica de DMS. Luego, se realizara el
tratamiento estadistico correspondiente a un andlisis de varianza de dos factores, el
cual, permitird obtener la condicion oOptima para el muestreo de aguas en la
determinacién de los HAP empleando DMS, asi como también determinar las variables

gue afectan el procedimiento de muestreo.

2.8 ANTECEDENTES

A continuacién se hace referencia a una variedad de trabajos realizados a nivel
nacional e internacional, basados en el estudio de los Hidrocarburos Aroméaticos
Policiclicos, que han sido considerados para sustentar la informacién presentada en

esta investigacion.

Huckins et al. (1992). Llevaron a cabo un estudio fundamentado en la recuperacion,
limpieza y cuantificacion de muestras de agua contaminadas con HAP, el muestreo se
realiz6 empleando DMS con el fin de imitar el proceso de bioconcentracién en animales
acuaticos que anteriormente eran utilizados para dicho andlisis. El experimento se llevé
a cabo con muestras tomadas de un estanque de control perteneciente al Centro
Nacional de Investigacidon Pesquera de Contaminantes (NFCRC, por sus siglas en
inglés) ubicado en Missouri, Estados Unidos. Los DMS fueron confeccionados con
tubos de polietileno de baja densidad rellenos con trioleina al 99 % de pureza como
fase secuestrante. La exposicion de los DMS fue de 21 dias y la recuperacion de los

analitos luego de 24 horas se realizé con didlisis en una mezcla de solventes organicos
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(diclorometano-hexano en proporcion media de 7:93, v/v). Obtuvieron el limite de
cuantificacion en aproximadamente 50 ng/g. La determinacion de los analitos fue por
cromatografia de gases con detector de fotoionizacion y para su cuantificacion
emplearon acoplamiento con espectrometria de masas comparando los espectros de
masas con el de la base de datos correspondiente. En este estudio se obtuvo una
reproducibilidad aparente en la absorcion de los HAP en DMS, concluyeron que estos
dispositivos son muy utiles para la determinacion el nivel de contaminacién por HAP en
medios acuaticos donde las condiciones de temperatura se mantienen constantes, esto
quiere decir, que los DMS son una alternativa para detectar la presencia de compuestos

organicos aunque se encuentren a bajas concentraciones .

Angulo (2000). Realiz6 un estudio comparativo de la capacidad secuestrante de
compuestos organicos entre diversos DMS, como lo son los de membrana de polietileno
de baja densidad (PEBD) con un espesor de 20 ym y membranas de celulosa
regenerada empleando hexano, trioleina y aceites naturales (maiz, oliva y ricino) como
fase secuestrante. Los contaminantes estudiados fueron preparados como una solucion
de hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) (antraceno, fenantreno y naftaleno),
pesticidas clorados (aldrin, DDT, dieldrin, endrin y lindano) y fenoles clorados (2,3-
diclorofenol; 3,4-diclorofenol y 2, 4, 6-triclorofenol), en agua de mar; los periodos de
exposicion se extendieron hasta 96 horas. La determinacién de estos compuestos se
llevé a cabo mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG-EM). Los resultados indicaron que el DMS mas efectivo para acumular
los contaminantes fue el de polietileno/hexano, aun cuando presentd una escasa
reproducibilidad debido a la alta fugacidad del hexano, el cual fue el solvente empleado.
Asi mismo, encontré que los DMS de polietileno/aceites naturales presentaron un
comportamiento similar al de polietileno/trioleina, ya que, a las 48 horas de exposicion
indicaron concentraciones similares: 310 mg/L, 294 mg/L, 220mg/L y 234mg/L para los

dispositivos rellenos de aceite de maiz, trioleina, aceite de oliva y de ricino
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respectivamente. Por esta razén, concluyo que el uso de aceites naturales como fase
secuestrante de los contaminantes organicos constituye una herramienta de menor
costo y puede proyectarse como sustitutos de la trioleina. En el trabajo se recomienda
emplear peliculas poliméricas de mayor grosor como las de 40 um para reducir la
fugacidad del solvente empleado como fase secuestrante. Este antecedente ha sido el
anico encontrado a nivel nacional para el momento de desarrollar este trabajo de

investigacion en materia del uso de DMS en Venezuela &,

Diaz et al. (2001). Desarrollaron un método de analisis para cuantificar Hidrocarburos
Aromaéticos Policiclicos (HAP) en agua potable a concentraciones por debajo de los
limites maximos permitidos segun la Ley Federal de Derechos en Materia de Agua,
realizado en México. Para la cuantificacion de los poliaromaticos fue empleado el
método de estandar interno, el procedimiento consistié en preparar soluciones primarias
de 16 HAP a partir de estandares certificados. El proceso de extraccion se realizo
mediante la técnica de extraccion en fase sdlida (SPE, por sus siglas en inglés) usando
discos y tubos SPE. El andlisis instrumental fue realizado mediante la técnica de
cromatografia de gases capilar con detector por espectrometria de masas (CGC-EM).
Entre sus resultados mas destacados, obtuvieron los cromatogramas que mostraron la
separaciéon de los poliaromaticos mediante los tiempos de retencibn para cada
compuesto, asi mismo, los espectros de masas de cada analito se compararon con los
de la base de datos para su identificacién. Fue determinado el coeficiente de varianza
(% CV) con valores entre 1 y 11 %, ademas, el limite de cuantificacibn mas bajo fue
para el benzo(k)fluoranteno de 0,78 mg/L y el mas alto para el benzo(a)pireno con un
valor de 10,39 mg/L. El limite de deteccion fue reportado en un intervalo de 0,26 — 3,46
mg/L. En cuanto a los valores encontrados de concentracion para los 16 HAP
analizados se encontraron entre 5y 25 mg/L. A pesar de ser un método en el cual se
obtienen resultados satisfactorios, desde el punto de vista instrumental presenta una

gran desventaja, ya que, el andlisis de contaminantes organicos a niveles trazas
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requiere el empleo de instrumentacion analitica avanzada y muy costosa, sin embargo,
es una importante contribucion al analisis de HAP en muestras de agua potable,

directamente relacionada con el consumo humano ¢,

Mei Ma et al. (2005). Realizaron un estudio cuyo objetivo principal fue comparar las
técnicas de muestreo de dispositivos de membranas semipermeables (DMS) y micro
extraccion el fase sélida (MEFS), con la finalidad de evaluar el riesgo ecologico
potencial provocado por los contaminantes organicos hidrofobos en el rio Huaihe,
China. Los DMS que se utilizaron para este trabajo de investigacion fueron tubos de
polietileno de baja densidad rellenos con trioleina como fase secuestrante, el mismo
tipo de dispositivos empleado por Huckins et al. en el afio 1992. La investigacion
sefala que luego de la exposicion por 28 dias, los DMS fueron tratados con ciclohexano
como disolvente para llevar a cabo la dialisis a 13°C durante 24 horas en ausencia de
luz. Los dializados fueron purificados empleando la técnica de cromatografia en
columna. El analisis de bifenilos policlorados (PCBs por sus siglas en inglés) se llevo a
cabo mediante la cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-
EM) y para la determinacién de los 16 HAP se empled la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés). De igual manera, indicaron en sus resultados
que los componentes de toxicidad aguda fueron bencenos sustituidos tales como:
clorobenceno, anilina, bencenos y nitrobenceno. Asi mismo, reportaron concentraciones
de HAP totales entre 2652,6 y 3592,1 ug/Kg para los sitios mas contaminados del sitio
de muestreo. Entre las conclusiones de este trabajo se destaca que el empleo de las
técnicas de DMS y EFS es comparable debido a que, se obtuvieron concentraciones

similares de los compuestos organicos determinados #”.
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Bustamante et al. (2013). Desarrollaron un estudio con la finalidad de demostrar la
eficacia en la extraccion de compuestos organicos mediante la técnica por ultrasonido.
El trabajo de investigacion se llevd a cabo en el departamento de Quimica Analitica de
la Universidad del Pais Vasco, Espafia, basado en la comparacion entre las técnicas de
extraccion: didlisis asistida por ultrasonido y dialisis con solvente organico (UAD y OSD
respectivamente por sus siglas en inglés). EI método propuesto implicé una buena
capacidad de recuperacion de los compuestos organicos contenidos en los DMS (en
torno al 100% para cada analito). EI DMS empleado consistié en un tubo de polietileno
de baja densidad relleno con trioleina como fase secuestrante de un 95 % de pureza.
Fue colocado en un matraz de vidrio con 80 mL de hexano y sometido a ultrasonido por
32 minutos. Esta configuracion es capaz de extraer simultineamente hasta ocho
muestras. El tiempo de extraccion fue optimizado mediante una serie de ensayos
previos colocando el bafio de ultrasonido a diferentes tiempos que fueron de 8 a 80
minutos, encontrando que 32 minutos era el tiempo suficiente para realizar la extraccion
de todos los analitos presentes en la membrana. Entre de sus conclusiones sefiala, que
los resultados con la metodologia de ultrasonido son comparables a los obtenidos con
la didlisis en un solvente organico, contribuyendo asi con el estudio de la quimica verde

disminuyendo las cantidades de solventes empleados en la extraccion 2!,

Karacik et al. (2013). Realizaron un estudio, con la finalidad de estimar las
concentraciones de hidrocarburos arométicos Policiclicos (HAP), bifenilos policlorados
(BFPC) y plaguicidas organoclorados (POC) a partir de la exposicion de DMS en aguas
del Estrecho de Estambul y al Mar Marmara, Turquia. Los DMS consistieron en tubos
de PEBD empleando la trioleina al 95 % de pureza como fase secuestrante, los cuales
fueron recuperados luego de 7 y 21 dias de exposicion. De igual manera, los
dispositivos se trasladaron al laboratorio de analisis para realizar la extraccion mediante
un proceso de dialisis, para lo cual, se colocaron los dispositivos en 100 mL de

ciclohexano y en agitacion constante a 200 rpm durante toda la noche. Luego, los
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extractos fueron analizados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM) y los criterios de cuantificacion empleados incluyeron la confirmacion
de los tiempos de retencién y las relaciones isotopicas de las normas de etiquetado de
los respectivos analitos. Entre sus resultados destacan, que las concentraciones de
HAP totales en agua se encuentran entre 13y 79 ng/L y entre 7 y 68 ng/L durante 7 y
21 dias de exposicion respectivamente. Es un estudio reciente, que permite justificar el
uso de DMS como una herramienta accesible y con resultados satisfactorios en el

analisis de contaminantes organicos en cuerpos de agua “%.

Vrana et al. (2014). Llevaron a cabo el analisis para la determinacion de la
concentracion de contaminantes organicos como HAP, bifenilos policlorados (PCB, por
sus siglas en inglés); asi como de metales pesados en el rio Danubio, ubicado entre las
ciudades de Viena y Bratislava, Europa Central. En su investigacion, aplicaron DMS de
polietileno de baja densidad y trioleina como fase secuestrante como sistema de
muestreo, los cuales fueron colocados en varias zonas del rio durante 14 dias, y luego
de ser expuestos, los contaminantes fueron tratados con hexano para llevar a cabo la
dialisis por 24 horas y la limpieza del extracto organico se realiz6 por cromatografia de
columna. Finalmente, se caracterizaron los contaminantes por la técnica de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM). Entre sus
resultados destacan que la concentracion promedio de HAP analizando los DMS
expuestos oscilaba entre 5 y 72 ng/L. Los investigadores indican que este trabajo
proporciona una variabilidad temporal y espacial de las concentraciones biodisponibles
de los contaminantes considerados como prioritarios en un tramo seleccionado del rio
Danubio, un rio importante del continente europeo. Es uno de los estudios mas
recientes que se conoce hasta el momento donde se emplea DMS para determinar las
concentraciones de contaminantes en sistemas acuaticos y asi comparar los datos de

monitoreo obtenidos en diferentes lugares y épocas del afio, lo que hace que los
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muestreadores pasivos sean una herramienta muy 0til que proporciona resultados

satisfactorios en el analisis .

A partir de la revision bibliografica presentada y tomando en cuenta la poca informacion
que se maneja hasta el momento sobre el estudio de hidrocarburos aroméaticos

policiclicos en agua, se plantean a continuacion los siguientes objetivos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Optimizar el muestreo de aguas empleando la técnica de Dispositivo de Membrana
Semipermeable (DMS) para la determinacion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAP).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Construir un dispositivo de membrana semipermeable con implementos

nacionales para llevar a cabo el muestreo de aguas.

3.2.2 Optimizar los parametros: tiempo de exposiciéon y agitacion en el muestreo de
aguas empleando la técnica de Dispositivo de Membrana Semipermeable (DMS).

3.2.3 Comprobar la extraccion de los HAP estudiados determinandolos por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).
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A continuaciéon se describe la metodologia empleada para llevar a cabo los objetivos

propuestos, en la figura 5 se muestra el esquema metodoldgico general.

Construccidn y preparacion

del DMS

X

Exposicidn a la solucidn

de estudio

!

Extraccidn Asistida con

Ultrasonido

1

Limpieza y purificacidn por
Cromatografia en Columna

Y

Fraccion Aromatica

l

Analisis por CG-EM

Y

Fraccidn Saturada

l

Refrigeracidn

Figura 5. Esquema general de la metodologia experimental empleada.
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4.1 CONSTRUCCION DEL DISPOSITIVO DE MEMBRANA SEMIPERMEABLE

El Dispositivo de Membrana Semipermeable (DMS) fue elaborado siguiendo el disefio
propuesto por Huckins et al. en el afio 2006 ?¥, (ver figura 4). Con la idea de elaborar
un dispositivo que cumpliera con las mismas caracteristicas a este modelo, se utilizaron
materiales accesibles y de menor costo con la finalidad de desarrollar en nuestro pais,
un DMS para muestrear compuestos organicos en ambientes acuaticos. De forma
general, los materiales empleados para la confeccién del dispositivo de membrana
semipermeable fueron los siguientes: laminas de acrilico transparente, tornillos de acero
inoxidable, resortes, tubo sélido de aluminio, tuercas con rosca, ganchos en forma de
percha y un envase de un polimero resistente. La construccion del dispositivo para este
trabajo de investigacion se realiz6 en el taller mecéanico de Facultad de Ciencias de la
Universidad Central de Venezuela.

4.1.1 Relleno de la membrana semipermeable

La membrana semipermeable consistié en un material de polietileno de baja densidad
(PEBD), para ello, se cortaron bolsas con cierre tipo clic constituidas de este material y
se unieron con una maquina selladora de plastico hasta alcanzar las dimensiones
establecidas de 91,4 cm de largo y un ancho de 2,5 cm Y. Para el relleno de la
membrana se emple6é como fase secuestrante aceite de soya de una marca comercial
con el objetivo de evaluar la capacidad de adsorcién de los contaminantes organicos en
su superficie, tomando como referencia el trabajo de Angulo en el afio 2000 . Luego
de ser cortadas, cada una de las membranas fueron cerradas en uno de sus extremos
con el sellador de plastico a base de calor (ver figura 6) y por el extremo abierto se

afiadio el peso equivalente a 1 mL de aceite de soya (Ge=0,924), los pesos agregados
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a cada una de las membranas se muestran en la tabla 4. Luego se retir6 todo el aire de
la membrana de forma manual tratando de esparcir el aceite a lo largo de esta

membrana !

. Finalmente, las membranas fueron colocadas sobre papel absorbente
para comprobar el sellado y que la fase secuestrante no se perdiera. En la
manipulacion de la membrana se utilizaron guantes y se tomaron todas las previsiones

de limpieza para evitar en todo momento la contaminacion de la muestra.

A B

Figura 6. (A) Sellado de la membrana semipermeable; (B) Membranas rellenas con aceite de soya y

selladas en ambos extremos.



Tabla 4. Pesos del aceite agregado a cada membrana semipermeable.

Membrana

gramos de aceite
(+0,0001)g

1,3511

1,3671

1,4578

1,3723

1,3944

1,3664

1,4051

1,2614

O©| O N| O O | W N|

1,3671

[ERN
o

1,2724

[EY
[EY

1,5231

[EnN
N

1,5119

4.2 DISENO EXPERIMENTAL
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El disefio experimental planteado en esta investigacion consisti6 en un andlisis de

varianza con dos factores, en el cual, se evaluaron los siguientes factores: tiempo de

exposicion de la membrana y agitacion, asi mismo, se establecieron dos niveles de

factores para cada variable considerando 8 horas, como el tiempo minimo y 48 horas

como el tiempo maximo estimado para la exposicion del DMS en campo. De igual
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manera, en la agitacion se consideraron dos valores extremos: uno sin agitacion y otro
con una velocidad de agitacion fija para todos los experimentos. Con la finalidad de
determinar la condicidbn Optima que permitiera obtener la mayor adsorcion de los
compuestos organicos objeto de estudio, se compararon los gramos de fraccion
aromatica extraida por mililitro (mL) de aceite en cada ensayo. Cada condicion de
tiempo y agitacion fueron combinadas de manera que se obtuvo una matriz con cuatro
(4) posibilidades de exponer la membrana, cada una se realizé por triplicado dando
lugar a doce (12) ensayos en total, asi mismo, se realiz6 el blanco con la condicién
méaxima de muestreo, es decir, 48 horas con agitacion. Cabe destacar que, los ensayos
se realizaron sin el DMS, debido a que éste no fue considerado una variable en el
proceso de optimizacion, empleando en su lugar cilindros graduados de 1000 mL. En la
tabla 5 se pueden observar los factores y niveles considerados, asi como también la

respuesta a obtener del disefio experimental.

Tabla 5. Factores, niveles y respuesta de los experimentos a realizar segun el disefio experimental.

Factores Niveles Respuesta
8
Tiempo (horas)
48
g de F.H.A/ mL de aceite
S/IA
Agitacion
C/IA

S/A: Sin Agitacion C/A: Con Agitacion
F.H.A: Fracciéon de Hidrocarburos Aromaticos
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4.2.1 Pruebas de solubilidad aplicadas a los patrones puros de HAP

Para las muestras sintéticas preparadas en el laboratorio fueron empleados patrones
puros de cinco de los 16 HAP considerados como prioritarios por la EPA-USA de bajo
peso molecular (naftaleno, fluoreno, antraceno, fenantreno) y mediano peso molecular

[ | a seleccién de sélo cinco HAP, se debi6é a la disponibilidad de estos

(pireno)
compuestos para el momento del desarrollo del presente trabajo de investigacion, ya
gue, era necesario contar con patrones certificados para la validacion de la metodologia
planteada. Se determind la relacion de solubilidad en la combinacién de tres solventes,
hexano, metanol y agua, con la finalidad de obtener una solucibn acuosa

completamente homogénea y estable en el tiempo.

4.2.2 Preparacion de la solucion de estudio

Una vez conocida la solubilidad de los patrones y establecida la relaciéon minima de los
solventes hexano: metanol, la cual, fue de 1: 5 v/v y hexano-metanol: agua, que fue de
1:40 vlv, se prepard la solucion de estudio de la siguiente manera: inicialmente se
prepard 100 mL de solucién madre de cada compuesto por separado en hexano, cuya
concentracion era de 6500 mg/L. Seguidamente, se tomo6 una alicuota de 15 mL de
cada soluciéon madre y se agregaron en un balén aforado de 100 mL, con la finalidad de
tener los poliarométicos en estudio en una misma solucion. La concentracion en esta
dilucion fue de 1000 mg/L. Cabe destacar que para lograr una completa disolucion de
los compuestos solidos en hexano, cada solucion madre fue sometida a un bafio de
ultrasonido durante 20 minutos. Posteriormente, se tomé una alicuota de 50 mL de esta
solucion y se enras6 a 250 mL con metanol, previa agitacién hasta obtener una sola

fase. La concentracion de HAP en esta soluciéon fue de 200 mg/L. Finalmente, de ésta,
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se toméd una alicuota de 25 mL y se enrasé a 1000 mL con agua destilada, donde la
concentracion final de cada HAP fue de 5 mg/L, dicha solucién fue colocada en una
agitador magnético hasta que fuera completamente homogénea y estable en el tiempo.
Este procedimiento se realiz6 para todos los ensayos del disefio experimental y el
blanco. Los valores exactos de concentracién en cada solucién se pueden observar en
el apéndice 9.1. En la figura 7 se muestra un esquema general del procedimiento

llevado a cabo en la preparacion de la solucion objeto de estudio.

Se pesd 650mg de

cada patren de HAP | IERIREERENEES rlgs;

Soluciones madres de 100 mL

en Hexano VN
I |
X . ) R ’
Setomounaalicuctade 15mL Setomouna . _.»/
alicuota de
25mL Se enrasd a 1000 mL de
N )
agua destilada para una
concentracion de 5 mgiL
=
= i
1 |
i 1
Lt
s |
| )
g _/" e - —
Solucién de 5 HAP en Setomnduna Solucién de HAP en _
100 mL de hexano con | @cuetade S0mL 250 mL de Metanol con |
concentracion de 1000 concentracion de 200 [
mg/L mg/L

1

Se transfirio a un cilindro
graduado de 1000 mL

Figura 7. Esquema del procedimiento para preparar la solucién de estudio.
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4.2.3 Exposicion de las membranas semipermeables

Las membranas fueron expuestas a la solucién acuosa contenida dentro de cilindros
graduados de 1000 mL, cada uno fue cubierto con papel de aluminio durante el tiempo
de exposicion y en los casos donde fue necesaria la agitacion, se introdujo un agitador
magneético y se colocé sobre una plancha de agitacion manteniendo una velocidad
constante y se trabaj6é a la temperatura del laboratorio, correspondiente a 24 °C (Ver
figura 8). Cabe destacar, que todos los ensayos y réplicas correspondientes a las

condiciones establecidas en el disefio experimental se realizaron de forma aleatoria.

Figura 8. Fotografia de los montajes de la exposicidn de las membranas a la solucién de estudio.

4.2.4 Extraccién asistida por ultrasonido del extracto orgénico

Una vez cumplido el tiempo de exposicion, las membranas fueron retiradas de la

solucion y secadas suavemente colocandolas sobre un papel absorbente. Luego, se
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introdujeron en un recipiente de vidrio con 80 mL de hexano de manera de cubrir por
completo las membranas, seguidamente, el recipiente se tap6 colocando papel de
aluminio y fueron sometidas a un bafio de ultrasonido empleando el equipo Sonic
Dismenbrator, Modelo 300, Marca FISHER, por 32 minutos, tiempo en el cual se
obtiene la mayor extraccibn de los analitos, tomando como referencia el trabajo
realizado por Bustamante et al. en el afio 2013 % asi mismo, la temperatura del bafio
correspondi6o a la temperatura del laboratorio, siendo monitoreada colocando un
termémetro manteniéndose a 23 °C durante todo el procedimiento. Cumplido el tiempo,
el extracto se agreg6 en un vaso de precipitado de 400 mL y utilizando dos varillas de
vidrio se escurrié la membrana completamente para que no quedara restos de hexano
(ver figura 9). Al vaso de precipitado fue agregada una pequefia cantidad de sulfato de
sodio anhidro para eliminar cualquier resto de agua que pudiera contener.
Posteriormente, el extracto fue decantado a un balon de 100 mL y fue llevado a un
rotavapor Modelo 803/804, marca Fisatom LTDA para reducir el volumen de solvente.

Figura 9. Procedimiento de extraccion: (A) Membrana colocada en recipiente con 80 mL de hexano; (B)

Muestras en el bafio de ultrasonido; y (C) Limpieza de la membrana.
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4.2.5 Separacion de la fraccion de hidrocarburos aromaticos

La limpieza y purificacion del extracto organico fue realizada siguiendo el método
3630C de la EPA-USA empleando la técnica de cromatografia en columna (CC) 2. En
los primeros ensayos, la separacion de la fraccion aromatica fue realizada con una
microcolumna empleando para ello una pipeta Pasteur, debido a la poca cantidad de
fraccion organica obtenida. Sin embargo, al visualizar el cromatograma de dicha
muestra, se observO una gran saturacion por la presencia de los acidos grasos
correspondientes al aceite proveniente de la fase secuestrante (ver apéndice 9.2).
Debido a esto, se dispuso una columna de vidrio con 12 cm de longitud y 1 cm de
diametro interno. Previo al empacado de la columna, la misma fue curada dos veces
con 10 mL de hexano, lo que permitié verificar la ausencia de fugas. La columna fue
empacada en el siguiente orden: en la parte inferior se colocé una pequefia cantidad de
lana de vidrio de 0,5 cm aproximadamente para evitar el paso de la suspension por la
llave, seguido de una capa de sulfato de sodio anhidro de 1 cm de grosor previamente
activado por 4 horas a 400 °C. Posteriormente, fueron afiadidos unos 7 cm de
suspension de gel de silice preparada en hexano previamente activada a 130 °C por 48

horas y finalmente, otra capa de 1 cm de grosor de sulfato sodio anhidro (ver figura 10).
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Figura 10. Esquema del empacado de la columna cromatografica.

Para el empacado de la columna y la transferencia de la suspension, fueron empleadas
pipetas Pasteur, y a medida que era agregada se le dieron golpes suaves a la columna
para impedir la formacién de burbujas. Seguidamente, se afiadieron 2 mL del extracto
organico reconstituidos en su respectivo solvente de origen (hexano). En muestras
reales, para la elucién de la fraccion aromatica, se emplea una mezcla de hexano:
diclorometano en una relacion 2:3 viv 4, sin embargo, debido a que la muestra de
agua utilizada en el presente trabajo fue preparada en el laboratorio, conociendo que su
contenido sélo era los HAP en estudio, se emple6 una modificacion eluyendo
inicialmente con 20 mL de hexano para separar los compuestos saturados provenientes
del aceite y luego con 40 mL de diclorometano para obtener la separacion de los
aromaticos, esto fue posible ya que, se conoce que los poliaromaticos se eluyen bien
s6lo con diclorometano en los casos donde la muestra contenga Unicamente estos

compuestos. Como los HAP tienen la propiedad de fluorecer se utiliz6 una lampara de
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radiacion UV para visualizar su separacion a lo largo de la columna (ver figura 11).
Luego, las fracciones se concentraron en un rotavapor manteniendo constante la
temperatura del bafio de agua a 40°C. Las fracciones de hidrocarburos aromaticos
fueron transferidas a viales previamente pesados y curados con pequefias porciones de
diclorometano, el solvente se dejo evaporar completamente en corriente de aire dentro
de la campana de extraccion. Luego, fue obtenido el peso correspondiente a cada una
de las fracciones de hidrocarburos aromaticos del disefio experimental y finalmente se

guardaron en refrigeracion hasta el momento de ser analizadas.

Figura 11. Fotografias de las columnas cromatograficas: (A) Montaje simultaneo de tres columnas; (B)

Separacion de la fraccion aromatica vista con una lampara UV.
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4.2.6 Determinacion de los HAP por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas

A las fracciones de hidrocarburos aromaticos pesadas anteriormente se les agregd 1
mL de diclorometano grado HPLC y fueron transferidas a viales de 1,5 mL dispuestos
para el analisis. Luego, las muestras fueron inyectadas en el Cromatografo de Gases
del Instituto de Ciencias de la Tierra (ICT), modelo 6890N con Automuestreador 7683B
ALS Agilent Technologies Inc. 2850 Centerville Road. Wilmington, DE. 19808-1610
USA, con detector de masas Agilent 5975 (ver apéndice 9.7), y se siguieron las
condiciones cromatograficas que se muestran en la tabla 6 para la deteccién de los
HAP.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas empleadas para la determinacién de los HAP [43].

Gas de arrastre Helio (He)
Flujo del gas Constante a1 mL / min
Columna capilar Modelo J&W Scie 1225562 DB-
Sms
Temperatura maxima de la 310°C
columna
Temperatura de inyeccion 290°C
Temperaturainicial de la 120°C
columna
Volumen de inyeccion 1L
Tiempo total de andlisis 64,67 minutos
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La temperatura inicial de la columna fue de 120°C durante 3 minutos, seguido de una
tasa de calentamiento de 15°C/min hasta alcanzar una temperatura de 180°C, en la
cual estuvo por 8 minutos, luego a razén de 15°C/min hasta 200°C por 5 minutos, para
continuar con una tasa de 6°C/min hasta llegar a 265°C por 5 min, para finalmente
aumentar la temperatura a una tasa de 2°C/min hasta alcanzar los 310°C, temperatura
a la cual se mantiene por 5 minutos para un tiempo de analisis total de 64,67 minutos.
43 Las especificaciones de la columna empleada para el andlisis se pueden observar
en el apéndice 9.8. Asi mismo, la rampa de calentamiento puede observarse en la

figura 12.

310°C
2°C/min

5 min

265°C
6°C/min
S5min

200°C

180°C
15°C/min
8 min

120°C
3 min

Figura 12. Rampa de calentamiento utilizada en la separacion de los HAP en el analisis por CG-EM [43].
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Inicialmente, se realiz6 el andlisis cromatogréfico de una solucion patron preparada en
acetonitrilo con una concentracion de 0,2975 mg/L de cada uno de los HAP evaluados,
con la finalidad de determinar los tiempos de retencion de los compuestos estudiados.
Luego, se analizaron las doce fracciones aromaticas y el blanco, cuyos tiempos de
retencion fueron comparados con el patron para determinar cualitativamente, los HAP
presentes en cada una de las muestras. Para la identificacion de los compuestos, fue
seleccionado el sistema de monitoreo de ion selectivo (SIM por sus siglas en inglés),
empleando las masas caracteristicas de cada uno de los compuestos. De esta manera,
sélo un pequefio nimero de iones son monitoreados y la adquisicion de los datos para
la deteccidn de los compuestos es rapida. La identificacion de los analitos se realiza en
base a la relacion de masas entre el primer ion (ion cuantificador) y el segundo (ion de
confirmacién), la tabla 7 muestra los iones correspondientes a los compuestos

estudiados.

Tabla 7. lones de cuantificacién y confirmacion utilizados en el andlisis de HAP por CG-EM 44

Compuesto lon lon de

cuantificador | confirmacién

Naftaleno 128 127
Antraceno 178 176
Fluoreno 166 165
Fenantreno 178 176

Pireno 202 101
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4.2.7 Tratamiento estadistico mediante el analisis de varianza (ANOVA) con dos
factores

Cuando los resultados de un experimento son afectados por dos factores, como es el
caso de la presente investigacion, se debe emplear un analisis de varianza con dos
factores para evaluar sus efectos. Los datos tomados para llevar a cabo el tratamiento
estadistico en este disefio experimental fueron los gramos de fraccién de hidrocarburos
aromaticos por mL de aceite. Asi mismo, fue necesario evaluar el cumplimiento de
ciertos supuestos en los que se basa el modelo estadistico, entre los que se encuentra
que las poblaciones en estudio deben tener varianzas iguales. En tal sentido, antes de
aplicar el analisis se aplicd una prueba a priori conocida como estadistico de Levene, el
cual, contempla que: si el valor de probabilidad (p) se encuentra por encima del nivel de
significancia establecido como a=0,05; se considera que hay homogeneidad entre las
varianzas, y por lo tanto, el ANOVA puede ejecutarse “%, (ver apéndice 9.3). Luego de
verificar que las varianzas eran iguales se realizd el andlisis de los datos segun el

modelo estadistico.

4.3 EXPOSICION DEL DISPOSITIVO DE MEMBRANA SEMIPERMEABLE

Una vez establecida la condicién 6ptima de muestreo, el DMS construido fue expuesto
en 15 L de una solucién acuosa con los cinco HAP estudiados, por un tiempo de 8
horas, cuya concentracion de cada uno de los HAP fue de 0,5 mg/L. Esta concentracion
se establecio luego de evaluar los cromatogramas obtenidos de las muestras del disefio
experimental, ya que, era necesario disminuir la concentracion de los poliaroméaticos en
la solucion, para exponer el dispositivo a las concentraciones mas proximas a las

encontradas en aguas de rio. Se utilizé un recipiente de vidrio de 25 cm de ancho por
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40 cm de largo. EI DMS se mantuvo suspendido dentro del recipiente, de manera que
no tocara las paredes del recipiente, fue colocado un agitador a velocidad constante y
todo el sistema se cubrié con papel de aluminio para evitar la fotélisis de los analitos.
Una vez cumplido el tiempo de exposicion, el dispositivo fue retirado de la solucion, se
desmonto y luego se siguio el procedimiento descrito anteriormente para el tratamiento

de las membranas, extraccion y separacion de la fraccion aromética.

Figura 13. Fotografias del dispositivo colocado a la condicién 6ptima de muestreo: (A) DMS suspendido

en el recipiente de vidrio; (B) Sistema cubierto con papel de aluminio para evitar la fotélisis de los HAP.
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5. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este apartado se presenta el analisis de los resultados obtenidos en la extracciéon e
identificacion de los hidrocarburos Aromaticos Policiclicos evaluados (naftaleno,
fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno) mediante la técnica de Dispositivo de

Membrana Semipermeable.

5.1 CONFECCION DEL DISPOSITIVO DE MEMBRANA SEMIPERMEABLE

La construccion del DMS se realizé como se describié en la seccion 4.1 empleando
materiales de facil adquisicion y de bajo costo. A pesar de utilizar otro tipo de materiales
para su elaboracion, de acuerdo al modelo de Huckins et al. en el afio 2006 Y, se traté
de reproducir las condiciones necesarias para el buen funcionamiento del dispositivo, y

para ello, se utilizaron los siguientes materiales:

» Tres (3) laminas de acrilico transparente de un centimetro (1cm) de grosor.

» Dieciocho (18) tornillos de acero inoxidable de 3 pulgadas (7,6 cm) de largo y %
pulgada (0,6 cm) de diametro, con cabeza hexagonal colocados en la parte

superior e inferior del soporte.

» Dos (2) membranas semipermeables de polietileno de baja densidad (PBD) de

91,4 cm de largo y 2,5 cm de ancho Y,

» Dos (2) resortes de aluminio de 3 cm de longitud.
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» Dos (2) ganchos en forma de percha para sostener y tensar las membranas en el

soporte.

» Un tubo sélido de aluminio de 12 cm de longitud y dos tuercas colocadas en

cada extremo para fijar el DMS.

» Una canasta protectora de 15 cm de alto por 13 cm de ancho, elaborada con un

recipiente de plastico de polietileno tereftalato cortado y perforado.

Figura 14. Fotografias del DMS elaborado A) Disposicion de las dos membranas semipermeables en un

soporte de acrilico; B) Colocacién de la tapa; C) Canasta protectora de plastico.
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El modelo disefiado por Huckins et al. en el afio 2006, cada soporte posee una
membrana semipermeable (ver figura 4), sin embargo, el DMS construido para el
presente trabajo de investigacion consta de dos membranas colocadas en la parte
superior e inferior de un mismo soporte (ver figura 14A). Ademas, con la intension de
realizar estudios posteriores a esta investigacion y llevar el sistema a campo, colocar
dos membranas permite un ahorro en material, ademas de lograr una mayor adsorcion
de los compuestos organicos en el tiempo que dure la exposicién del DMS. Entre las
caracteristicas del dispositivo se pueden destacar: tiene forma cilindrica, un peso total
de (1112,7+0,1) g y un &rea total de 12,7 m? El posicionamiento del dispositivo dentro
de la canasta protectora evita que la membrana se golpee con las paredes de dicho

recipiente.

El dispositivo fue elaborado con materiales de facil adquisiciébn y bajo costo, en
comparacion con el propuesto por Huckins et al. en el afio 2006 ?Y, cuyas piezas, en su
mayoria, son de acero inoxidable. La razon principal del uso de materiales alternativos
se debe al elevado costo y poca disponibilidad en el mercado de piezas en acero
inoxidable. Las laminas de material acrilico fueron seleccionadas debido a que este tipo
de plastico es un polimero del metil metacrilato conocido también como PMMA, el cual,
es inerte a muchas sustancias quimicas, incluyendo soluciones de alcalis y acidos como
el amoniaco (NH3) y el acido sulfarico (H,SO,4) e hidrocarburos alifaticos como el
hexano, pentano, octano, entre otros. Su resistencia a la intemperie hace que sea el
material idéneo para una variedad de aplicaciones al aire libre “°!. Debido a esto, se
consider6 un material adecuado para sustituir las laminas de acero inoxidable del
soporte del DMS, siendo éste, de facil acceso en el mercado y menor costo. Por otro
lado, fue necesario emplear un tubo soélido de aluminio como eje para fijar el DMS,
debido a que al momento de ser confeccionado el dispositivo no se disponia de otro
material lo suficientemente resistente a la oxidacién en el tiempo, como el acero

inoxidable. Sin embargo, por el poco tiempo que duro la exposicion del DMS en el agua,



62

las piezas de aluminio utilizadas no se oxidaron, por lo que se infiere que no se vio
afectado el proceso de adsorcion de los HAP sobre la membrana. El plastico de la
canasta, cuya funcion es la de proteger el DMS de golpes y del deterioro por cualquier
agente externo, consta de un polimero de tereftalato de polietileno, el cual, es un tipo de
plastico usado en envases de bebidas y alimentos, posee una alta resistencia quimica y
a la corrosion, ademas, presenta una alta estabilidad a la intemperie y no es
biodegradable [“®!. Con estas caracteristicas fue considerado un material adecuado para
sustituir la malla de acero inoxidable del modelo DMS original, por un envase de iguales

dimensiones para proteger el DMS (ver figura 15).

Figura 15. Comparacion de dos DMS A) Modelo propuesto por Huckins et al. fel. B) Disefio construido

para el presente trabajo de investigacion.
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Un aspecto importante, y que justifica la razén por la cual se utilizaron materiales
distintos al acero inoxidable para la construccion del DMS del presente trabajo de
investigacion lo constituye el elevado costo que implica adquirir un DMS suministrado
por la principal compafia que se conoce hasta el momento a nivel internacional
encargada de la venta y distribucion de dispositivos de muestreo pasivo, como lo es, la
empresa de Tecnologias en Muestreo Ambiental (Environmental Sampling

(24]

Technologies Inc., EST por sus siglas en inglés) “*. En la tabla 8 se muestran los

precios estimados tanto para el DMS construido en el presente trabajo como para el

que se puede adquirir por la compafia antes mencionada.

[21]

Tabla 8. Precios estimados del DMS disefiado por Huckins et al. en el afio 2006 *“~, y el confeccionado

para la presente investigacion.

Materiales Huckins et al. 2006 1# La Riva 2015
Soportey Soporte, canasta en Soporte en acrilico,
membrana acero inoxidable y tornillos en acero
semipermeable trioleina al 99 % de inoxidable, aceite de
con la fase pureza soya comercial y
secuestrante envase de plastico de
+ polietileno tereftalato
Canasta protectora resistente.
Total Bs. 340.000,00 15.000,00




5.1.1 Aceite de soya como fase secuestrante
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En la mayoria de los estudios que se han realizado hasta el momento a nivel mundial,

donde se emplean DMS como técnica de muestreo de compuestos organicos en

ambientes acuaticos, se utiliza como fase secuestrante la trioleina, el cual, es un

material lipidico formado principalmente por 60 % de acido oleico y se utiliza por su

afinidad con compuestos organicos no polares como los HAP ). En la tabla 9 se

muestran los porcentajes de acidos grasos de los aceites que pueden ser empleados

en sustitucion de la trioleina como fase secuestrante "), sin embargo, a pesar de que el

aceite de oliva seria el mas adecuado utilizar por su alto contenido en &cido oleico, no

fue posible adquirirlo debido a su elevado costo. En funcion de estos porcentajes, se

considero el aceite de soya como el adecuado para emplearse en este estudio, por su

alto contenido en &cido oleico en comparacion con los otros aceites mostrados en la

tabla 9, ademas, tomando como referencia el trabajo de Angulo en el afio 2000

Tabla 9. Porcentaje de acidos grasos del aceite de soya, de girasol, maiz y oliva

[47]

Aceite Acido oleico (%) Acido linoleico (%)
Soya (22 - 35) (43 - 56)
Girasol (14 — 25) (44 - 75)
Maiz (19 — 30) (34— 62)
Oliva (65 — 80) (4—-10)
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5.2 ANALISIS DE LAS CONDICIONES DE MUESTREO SEGUN EL DISENO
EXPERIMENTAL

Considerando que en nuestro pais, hasta donde se tiene conocimiento, no existen
estudios que empleen DMS como técnica de muestreo en agua para analizar
hidrocarburos aromaticos policiclicos, en este trabajo de investigacion se realizaron los
primeros ensayos con estos dispositivos para detectar estos compuestos, con el
objetivo de que en estudios posteriores este sistema de muestreo se implemente en
campo, y asi, poder determinar el nivel de contaminacion en cuerpos de aguas
naturales como lagos o rios. En tal sentido, fue utilizada una solucién acuosa preparada
en el laboratorio cuya concentracion fue de 5 mg/L, a la que fueron incorporados los
HAP en estudio: naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno. La concentracion
de los poliarométicos en la solucién se establecié como un valor fijo debido a que, ésta
no fue considerada una variable en el proceso de optimizacion. Estudios recientes en
aguas naturales indican que las concentraciones de HAP reportadas, empleando la
misma técnica de andlisis que se presenta en esta investigacion, se encuentran en un
rango de 7 y 79 ng/L (ppt) “%. Sin embargo, los tiempos minimos de muestreo en estos
estudios son de semanas, por lo que, para ensayar muestreos cortos se considero
simular aguas con mayor concentracién, con la finalidad de evaluar el rango de
concentracion minimo en que pueden ser detectados con el DMS elaborado en este
trabajo. Por esta razén, se realizé un primer ensayo, donde la concentracion de los
contaminantes en la solucién fue de 10 pg/L (ppb), sin embargo, no fue posible la
deteccién de los HAP debido a que, la intensidad de los picos cromatogréaficos era muy
baja. En consecuencia, se aumento la concentracion hasta 5 mg/L, para garantizar la
deteccion de los HAP por CG-EM, ya que, lo que se pretendia con esta investigacion
era optimizar las condiciones de muestreo para lograr determinar la presencia de estos
compuestos en ambientes acuaticos con probabilidades de contaminacion, en un

tiempo de muestreo prudencial, por lo cual, cualquier concentracion de trabajo era
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posible, siempre y cuando se obtuvieran pesos considerables de fraccion de

hidrocarburos arométicos donde el error o incertidumbre fuera minimo.

Las condiciones establecidas de tiempo y agitacion fueron seleccionadas considerando,
en primer lugar, el tiempo al que se pudiera exponer el DMS en campo, es por ello, que
se establecio 8 horas como el tiempo minimo que dura una jornada de trabajo diaria, en
la cual el DMS pudiera estar colocado en el agua y evitar ser objeto de robo o deterioro
por el entorno y 48 horas como el tiempo maximo de exposicion tomando como
referencia el trabajo de Angulo en el afio 2000 B! En cuanto a la agitacion, se
consideraron dos sistemas: uno simulando aguas tranquilas (sin agitacion) y otra
considerando aguas turbulentas (con agitacion constante), esto con la finalidad de
evaluar la influencia que tiene la agitacidon sobre la adsorcion de los HAP en la
membrana semipermeable. En tal sentido, los resultados obtenidos de los ensayos
correspondientes al disefio experimental, se presentan en funcién de los gramos de
fraccion de hidrocarburos aromaticos extraida por cada mL de aceite, ademas, a cada
valor obtenido se le rest6 la fraccion aromatica correspondiente al blanco, cuyo peso
fue de 0,0012 £ 0,0001 g por mL de aceite (ver tabla 10).
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Tabla 10. Gramos de fraccién de hidrocarburos arométicos (F.H.A) extraida por mL de aceite para cada

ensayo del disefio experimental y sus correspondientes figuras de mérito.

Muestra | Condicidn gramos F.H.A Promedio S CV (%)
extraida/mL aceite (g/mL)
(9/mL)
1 0,017
4 8h/S.A 0,014 0,016 0,002 12,6
9 0,018
2 0,0137
3 8h/C.A 0,0146 0,014 0,0005 3,6
12 0,0144
5 0,012
7 48h/S.A 0,011 0,012 0,002 16,7
11 0,014
10 0,015
6 48h / C.A 0,013 0,013 0,001 7,7
8 0,012

S.A: Sin Agitacion ~ C.A: Con Agitacion

S: Desviacion Estandar CV: Coeficiente de Variacion

Los resultados indican que se extrajo cerca del 80% de fraccion de hidrocarburos
aromaticos en la condicién de 8 horas sin agitacion (ver apéndice 9.6). Considerando
gue las muestras sélo contenian los HAP como analitos, se puede inferir que los
gramos obtenidos de cada ensayo corresponden a la cantidad de poliaromaticos que

fueron retenidos en la membrana semipermeable. La obtencion de una elevada
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cantidad de fraccidbn de aromaticos en el menor tiempo de exposicion indica que
posiblemente, las moléculas se estén sorbiendo en la superficie de la membrana
semipermeable, ya que, al ser hidrofébicas se ven atraidas por el polimero de la
membrana, sin embargo, no hay tiempo suficiente para que se definan por una fase en
particular y justamente la falta de agitacion favorece que permanezcan alli adsorbidas,
es por ello, que al retirar la membrana en 8 horas, se extrae todo lo que quedd
adsorbido a ella. En el afio 2001, Vrana et al. *®!, llevaron a cabo un estudio empleando
DMS con membranas de polietileno de baja densidad, dentro de sus experimentos,
realizaron un ensayo colocando la membrana vacia (sin trioleina), con la finalidad de
determinar si el plastico puede adsorber los hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Aungque en este trabajo no se indica con exactitud el tiempo de exposicion de la
membrana, los resultados muestran que, efectivamente el plastico puede retener sobre
su superficie cierta cantidad de analito, ya que, en el andlisis por CG-EM se
identificaron naftaleno, fenantreno, fluoreno, fluoranteno y criseno 8. Con la finalidad
de corroborar los resultados obtenidos en la presente investigacion, se realiz6 un
ensayo adicional, colocando la membrana vacia (sin aceite) expuesta a la solucion
acuosa de concentracibn 5 mg/L obteniendo un porcentaje de recuperacion de la
fraccion aromatica de 3,7 % (ver apéndice 9.6). Lo antes expuesto, permite de alguna
manera justificar el hecho de que a un tiempo de 8 horas y sin agitacion se esté
obteniendo una mayor cantidad de la fraccion de hidrocarburos aromaticos. Por otro
lado, cuando el sistema se encuentra en agitacion se tiene una menor cantidad de
F.H.A, lo cual, puede deberse a que en ese tiempo las moléculas tiendan a dispersarse
un poco, sin embargo, aun siguen quedando adsorbidas en la membrana y por eso, la

diferencia en gramos/ mL de aceite no es tan elevada.
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Por otro lado, en el caso del sistema colocado a 48 horas, se observan valores
cercanos entre los gramos de la F.H.A extraida con o sin agitacién. De estos resultados
se puede inferir que, un tiempo mas largo permite que las moléculas alcancen el
equilibrio de reparto y sean retenidas por el aceite a pesar de la agitacion o no del
sistema, sin embargo, parece ser que el hecho de que la membrana sea expuesta a un
mayor tiempo provoca que las moléculas menos afines a esa fase secuestrante puedan
volver a salir de la misma y quedar nuevamente en la solucién ?Y. Esto puede ocurrir,
por ejemplo, para el naftaleno, el cual es uno de los poliaroméaticos mas solubles en
agua y ademas presenta el menor valor del coeficiente de reparto octanol-agua de los
compuestos estudiados, lo que quiere decir que su afinidad por el aceite es baja (ver
tabla 1). Debido a esto, es posible suponer que inicialmente las moléculas no entraron a
la membrana, soélo se adsorbieron a ella y luego, al transcurrir mas tiempo se alcanzo el
equilibrio, y por eso a 48 horas con o sin agitacién no hay valores tan diferentes. De
igual manera, los resultados del disefio experimental fueron analizados mediante un

tratamiento estadistico, lo que permitié dar una mayor confiabilidad a los mismos.

5.3 RESULTADOS DEL DISENO EXPERIMENTAL POR ANALISIS DE VARIANZA
CON DOS FACTORES

El analisis estadistico aplicado a los resultados obtenidos de las fracciones de
hidrocarburos arométicos extraidas de cada ensayo consistié en un analisis de varianza
con dos factores, debido a que fueron evaluados el tiempo y la velocidad de agitacion
en la exposicion de la membrana semipermeable a la solucién de estudio. Los datos
fueron analizados mediante el software estadistico StatSoft STATITICA version 10.0
[programa de computadora] [“°. Este tratamiento estadistico constituye una herramienta
muy Util, ya que, permite agrupar, comparar y clasificar de manera sencilla y practica las

variables que influyen en el comportamiento del conjunto de datos. El analisis de
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varianza se utiliza para contrastar la hipotesis nula de que las medias son iguales.
Ademas, es posible determinar si existen o no diferencias significativas entre dichas

o1 cabe destacar que, el nivel de significancia del tratamiento estadistico

medias
aplicado es a=0,05; por lo tanto, si el valor de la probabilidad (p), del analisis de
varianza esta por debajo de este valor se rechaza la hipétesis nula, lo que significa que
existe al menos una diferencia significativa entre las medias de los factores en estudio
B9 estableciéndose por lo tanto, qué tan significativo es el efecto de un factor sobre la
variable independiente, en este caso, sobre los gramos extraidos de la fraccion de
hidrocarburos arométicos por mL de aceite. Estos analisis han sido un gran aporte en la
realizacion del presente trabajo de investigacion, al correlacionar los datos con un
elevado nivel de confianza permitiendo asi establecer la condicién 6ptima de muestreo
en agua para la determinacién de HAP empleando la técnica de DMS 8. En la figura
16 se muestra desde el punto de vista gréfico, los resultados de las medias e intervalos
de confianza de los datos y en la tabla 11 se presentan los valores estadisticos

obtenidos del ANOVA aplicado.

0.02

0,019
0.018
0,017
0,016
0,015 —
0,014
0,013
0,012
0,011 an
0,01

Gamos de F.H.A/mL de aceite

0.009

0,008
Sin Agitacion Con Agitacion

Agitacion

[E18Horas [O] 48

Figura 16. Grafico de medias e intervalos de confianza para las condiciones establecidas en el

disefio experimental .
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Tabla 11. Resultados estadisticos obtenidos del andlisis de varianza con dos factores “°'.

Suma de Grados de | Cuadrado F p
cuadrados libertad medio
ANOVA

Tiempo (1) 0,009 1 0,009 8,369 0,020
Agitacion (2) 0,001 1 0,001 0,885 0,374
Interaccion (1-2) 0,007 1 0,007 6,820 0,031

Error 0,009 8 0,001

F: Valor estadistico de la prueba de Fisher p: probabilidad

Como se puede observar en el grafico (figura 16), se obtuvo la mayor cantidad en
gramos de la fraccion de hidrocarburos aromaticos (F.H.A) en una condicion de 8 horas
sin agitacién, lo cual, se correlaciona con lo obtenido en la tabla 10. Los resultados
indican que la agitacion, no es un factor que afecta significativamente la variabilidad de
los gramos de fraccién de hidrocarburos arométicos extraida (p=0,374), es decir, que la
agitacion no es una variable influyente en el proceso de retencion de los poliarométicos
en la membrana semipermeable. Por otro lado, el tiempo y la interaccion agitacion-
tiempo si presentan diferencias significativas, con valores de p=0,020 y p=0,031
respectivamente, lo que quiere decir que, el tiempo si parece ser una variable
determinante en el proceso de absorcion de los compuestos en la membrana, al igual
gue la interaccion entre los dos factores estudiados. Los valores de probabilidad que se
muestran en la tabla 11 sélo indican si el tiempo y la agitacion, como factores,
presentan diferencias significativas, pero para determinar especificamente la condicion

gue genera esta diferencia, se realizé una prueba a posteriori conocida como diferencia
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minima significativa de Fisher, con la finalidad de comparar cada uno de los
tratamientos e indicar en cuél de ellos presenta la diferencia significativa Y. En la tabla
12 se pueden observar los valores obtenidos de esta prueba, la cual indica que la
condicion de 8 horas sin agitacion es la que presenta diferencias significativas (p< 0,05)

con respecto al resto de los tratamientos del disefio experimental.

Tabla 12. Prueba a posteriori de diferencia minima significativa de Fisher aplicada a los resultados del

andlisis de varianza %!

Tratamiento | Agitacion Tiempo p {2} p {3} p {4}
(horas)
L SA 8 0,036 0,005 0,027
2} C.A 8 0,205 0,847
3 S.A 48 0,271
4 C.A 48
S.A Sin agitacion C.A Con agitacion p: probabilidad

Si p< 0,05 Hay diferencia significativa entre las medias.

Si p> 0,05 No hay diferencia significativa, las medias son iguales estadisticamente.
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5.4 ANALISIS DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LA TECNICA DE MUESTREO
EMPLEADA

Para evaluar la reproducibilidad de la técnica de muestreo empleada en esta
investigacion, fueron determinados los siguientes parametros estadisticos: media,
desviacion estandar (S) y coeficiente de variacion (CV), a los datos obtenidos del
disefio experimental, con la finalidad de estudiar el grado de concordancia de los
resultados. Estos valores se presentan en la tabla 10, donde se puede observar que, la
precision difiere entre los datos obtenidos para las condiciones con y sin agitacion, esto
puede ser corroborado con los valores del porcentaje del coeficiente de variacion, el
cual, es mayor para los ensayos sin agitacion, lo que quiere decir, que hay una mayor
dispersion en los ensayos realizados sin agitacion. Asi mismo, es posible indicar que
hay una mayor reproducibilidad cuando se emplea agitacion, por lo que se infiere que,

agitar favorece la condicién de equilibrio en el sistema.

5.5 IDENTIFICACION DE LOS HAP PRESENTES EN LAS FRACCIONES DE
HIDROCARBUROS AROMATICOS

En la figura 17 se muestra un cromatograma caracteristico del orden de elucién de los
cinco compuestos evaluados, correspondiente a un patron de 0,2975 mg/L de cada uno
de los HAP estudiados, preparado en acetonitrilo a partir de los compuestos puros
certificados. Asi mismo, en la tabla 13 se muestra el tiempo de retencion asociado a
cada pico cromatografico. Con esta informacién, fueron identificados los picos en cada
una de las muestras correspondientes al disefio experimental, determinando asi

cualitativamente los hidrocarburos poliaromaticos presentes en las mismas.
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Figura 17. Orden de elucion de los analitos en estudio. Patron de 0,2975 mg/L preparado en acetonitrilo

a partir de una mezcla con los compuestos puros.

Tabla 13. Tiempos de retencion de los HAP en estudio.

Compuesto Tiempo de Retencién
(minutos)
Naftaleno(1) 8,026
Fluoreno(2) 15,528
Fenantreno(3) 21,206
Antraceno(4) 21,528
Pireno(5) 30,277
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Cabe destacar que, al obtener el cromatograma correspondiente al blanco, el cual fue
obtenido mediante un monitoreo de los iones totales (SCAN, por sus siglas en inglés),
se observd la presencia de varios picos dentro del intervalo de tiempo de trabajo y
aunqgue son picos de baja intensidad, dos de ellos fueron identificados consultando la
libreria del detector de masas. Entre los compuestos detectados, se encontré6 que uno
de los picos corresponde a uno de los HAP estudiados, el pireno, con un tiempo de
retencion de 29,881 minutos, y el otro compuesto se identific6 como benzofenona, con
un tiempo de retencion de 16,362 minutos. En comparacion con el patron, los tiempos
de retencién no coinciden, sin embargo, al momento de realizar los analisis el equipo
presenté fallas técnicas, a lo que se debe el no obtener tiempos de retencién que fueran
reproducibles, sin embargo, los fragmentogramas elucidados por la biblioteca coinciden

muy bien con estos compuestos (ver apéndice 9.4).

La presencia de pireno en la muestra del blanco se puede atribuir a una contaminacion
en el equipo o posiblemente sea un compuesto que se encuentre presente en el aceite
de soya empleado como fase secuestrante, ya que, éste se obtiene del procesamiento
de las semillas de soya que provienen de sembradios ubicados en zonas a cielo abierto
que pudieran estar expuestas a la contaminacién por este compuesto %, sin embargo,
esto se hubiese podido verificar haciendo un analisis por cromatografia de gases a una
muestra del aceite, pero por inconvenientes técnicos con el equipo no fue posible
hacerlo en este trabajo. Cabe destacar que, estudios recientes han detectado la
presencia de naftaleno, fluoreno, antraceno y pireno en muestras de cereales (trigo y

maiz) extraidas por microextraccién en fase sélida (MEFS) 7,

Por otro lado, en las fracciones de hidrocarburos aromaticos analizadas
correspondientes a cada una de las condiciones establecidas para el disefo

experimental, fueron detectados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
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de masas los cinco hidrocarburos poliaromaticos estudiados, por lo que, fue posible
realizar una comparacion en la abundancia de los HAP presentes en las muestras con
los resultados obtenidos del tratamiento estadistico, estableciendo asi la condicion
Optima de muestreo para la exposicion del DMS en campo. Los tiempos de retencion
asociados a cada pico de los cromatogramas se muestran en el apéndice 9.5. Asi

mismo, en la figura 18 se muestran los cromatogramas correspondientes a cada

condicion establecida en el disefio experimental.
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Figura 18. Cromatogramas correspondientes a las condiciones del disefio experimental: (A) 8 horas sin
agitacion; (B) 8 horas con agitacion; (C) 48 horas sin agitacion; (D) 48 horas con agitacion.
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En cada uno de los cromatogramas presentados en la figura 18 se pueden identificar
los cinco HAP que fueron objetos de estudio observandose que la abundancia de estos
compuestos en el cromatograma correspondiente a 8 horas sin agitacion (figura 18A),
varia considerablemente con respecto a las otras condiciones. En la tabla 14 se
presentan los valores estimados de la abundancia para cada compuesto en los
cromatogramas de cada condicién, cabe destacar que, se consideré sélo una muestra,
sin las réplicas, como ejemplo. Se observa ademas que, exceptuando el pireno los
valores indican una mayor abundancia en todos los compuestos para la condicién de 8
horas sin agitacion, siendo esta condicion considerada como la éptima para la técnica
de muestreo planteada en este trabajo de investigacion, ademas es importante
mencionar que a 48 horas con o sin agitacion no se observan cambios significativos en
la abundancia de manera general, lo que permite indicar que estos resultados se

corresponden con lo obtenido en el tratamiento estadistico.

Tabla 14. Valores estimados de la abundancia de los picos cromatograficos para cada condicién del

disefio experimental.

Abundancia para cada condicién
Compuesto 8h/S.A 8h/C.A 48h/S.A 48h/C.A
Naftaleno 140.000 90.000 40.000 50.000
Fluoreno 600.000 250.000 180.000 250.000
Fenantreno 1.060.000 380.000 320.000 410.000
Antraceno 200.000 70.000 50.000 90.000
Pireno >1.600.000 >550.000 >600.000 >600.000

S.A: Sin Agitacion

C.A: Con Agitacion
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5.6 ANALISIS DE LA EXPOSICION DEL DMS A LA CONDICION OPTIMA DE
MUESTREO

Una vez establecida la condicion optima de muestreo que fue de 8 horas sin agitacion,
condicibn en la que se obtuvo la mayor cantidad en gramos de fraccion de
hidrocarburos arométicos (F.H.A) de acuerdo al disefio experimental, se expuso el DMS
construido, con dos membranas semipermeables en un mismo soporte, en
consecuencia, la cantidad en mL fue de 2,05 + 0,01 a estas condiciones, en 15 L de una
solucién de menor concentracion (0,5 mg/L) para evaluar cuanto era posible extraer de
la F.H.A, de manera de simular ain mas las condiciones de campo. A pesar de colocar
dos membranas, una vez retiradas de la solucion fueron tratadas como una sola, ya
que, la finalidad de esto fue obtener una mayor cantidad de los poliaromaticos. Los

resultados de este experimento se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Gramos de la fraccidon de hidrocarburos arométicos y porcentaje de recuperacion obtenidos de

la exposicién del DMS.

Porcentaje de

Muestra gramos F.H.A extraida/mL | recuperacion de HA
aceite (g/mL) (%)
Mbwms 0,018 + 0,001 98,7

F.H.A: Fraccion de Hidrocarburos Aromaticos

H.A: Hidrocarburos Aroméaticos
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Si se compara este resultado con el del disefio experimental bajo la misma condicién
(ver tabla 10), queda en evidencia que, colocar dos membranas efectivamente
proporciona una mayor cantidad de fraccion de hidrocarburos aromaticos.
Adicionalmente, el porcentaje de recuperacion para este ensayo fue calculado a partir
de los gramos de HAP totales en solucién por 2 mL de aceite, este resultado indica que
se extrae practicamente la totalidad de lo que se coloco inicialmente (ver apéndice 9.6).
Por otro lado, este experimento se realiz6 sin réplica debido a la gran cantidad de
desecho que se hubiese generado proveniente de las aguas contaminadas, ya que,
para este ensayo se prepararon 15 L de solucion, y a pesar de que los HAP se
encontraban a una baja concentracion de 0,5 mg/L, lo que se queria era exponer el
DMS elaborado a una cantidad de agua considerable y evaluar su eficiencia. Por otro
lado, el analisis cromatografico de esta muestra no se llevd a cabo debido a que se
presentaron problemas técnicos con el equipo, lo cual, no permitié, dentro del tiempo
estimado para el desarrollo de esta investigacion, obtener el cromatograma
caracteristico que permitiera visualizar la presencia o ausencia de los HAP en la
muestra. Sin embargo, asumiendo que toda la F.H.A obtenida corresponde sélo a los
hidrocarburos poliaromaticos, se puede inferir que estos compuestos podrian ser
efectivamente identificados mediante un analisis por CG-EM, ya que, la cantidad en
gramos de fraccion aromatica es mayor, por lo tanto, la abundancia de la sefial se
esperaria que también sea mayor. Por ultimo, se debe mencionar que el error reportado
en la tabla 15 esté expresado en funcién de la propagacién de errores analiticos, ya que

no se hicieron réplicas de este experimento.

En sintesis, los resultados obtenidos permiten inferir la posibilidad de empleo de este
dispositivo en aguas de rios donde los niveles de hidrocarburos aromaticos policiclicos
se encuentren a bajas concentraciones, resaltando la ventaja de este equipo de
muestreo en términos de su bajo costo y facilidad de produccion para su

implementacion en estudios de interés ambiental.
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6. CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos, se plantean las siguientes conclusiones:

» EIl disefio experimental y el analisis de varianza con dos factores para el
muestreo de agua determiné que la condicidbn Optima de muestreo en el
laboratorio corresponde a un tiempo de 8 horas sin agitacion, evidenciada por un
porcentaje de recuperacion del 80%.

» Los HAP estudiados pueden ser determinados en campo bajo la condicion
optimizada en aguas naturales donde se asuma la presencia de cierto grado de
contaminacion y que ademas, contenga estos compuestos en concentraciones

cercanas a 5 mg/L como minimo.

» La membrana semipermeable empleada confeccionada con bolsas con cierre
tipo clic de un material de polietileno de baja densidad, sin la fase secuestrante
tienen la capacidad de adsorber estos compuestos en el tiempo de 8 horas y
aumentar la sensibilidad de muestreo, ya que, pueden absorber un porcentaje de
recuperacion del 4%.

» El dispositivo de membrana semipermeable (DMS) construido con materiales
nacionales resultd ser una herramienta util en la deteccion de HAP en una
muestra de agua preparada en el laboratorio, por lo que, se infiere, puede ser
implementada en campo, como una técnica de bajo costo y una alternativa de
muestreo en comparacion con los métodos existentes, expuestos en el

fundamento teorico.
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7. RECOMENDACIONES

A continuacion se exponen una serie de recomendaciones que permitiran
complementar el estudio de la técnica de DMS vy realizar investigaciones futuras en este

tema:

» Complementar este estudio realizando el andlisis por CG-EM de las muestras
obtenidas de la exposicibn del DMS confeccionado, a fin de evaluar la
determinacién de los HAP a concentraciones mas bajas de las estudiadas en

este trabajo de investigacion.

» Utilizar otros aceites naturales como aceite de girasol y de oliva, con la finalidad
de comparar la afinidad lipofilica que presentan los HAP con diferentes fases

secuestrantes.

» Ampliar el estudio tomando en cuenta el resto de los poliaromaticos de bajo y
mediano peso molecular que son considerados como prioritarios por la EPA, a fin

de evaluar su comportamiento empleando DMS para su determinacion.

» Realizar la extraccion y analisis por CG-EM del aceite empleado como fase

secuestrante, de manera que se puedan identificar todos compuestos presentes.
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9.1 Concentraciones de naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno en las

soluciones de hexano, metanol y agua.

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Compuesto en solucién en hexano en metanol en agua
madre de (dilucién 1) (dilucién 2) (dilucién 3)

hexano (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Naftaleno 6557 983,5 196,7 4,92
Fluoreno 6539 980,9 196,2 4,91
Fenantreno 6584 987,6 197,5 4,94
Antraceno 6513 976,9 195,4 4,90
Pireno 6507 976,1 195,2 4,91
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9.2 Cromatograma correspondiente a la fraccion de hidrocarburos aromaticos
obtenida de la cromatografia en columna con pipeta Pasteur donde se observa la
saturacion por la presencia de acidos grasos provenientes del aceite de soya

segun los espectros de masas.

Abundance

(1)
900000
800000
700000
600000 (2)
500000

Abundancia

400000
300000

200000
100000

1
Illl\II|IIII|\Illl\III‘\III‘\III‘IIII‘IIIIlIIIIlIII\lIII\
10.00 1500 20 00 2500 3000 3500 40 00 4500 50 00 5500 6000

Time—= Tiempo {minutos)

(1)

- "I"‘ ‘H ’ - " & ‘

Los espectros de masas (1) y (2) son caracteristicos de compuestos saturados.
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9.3 Pruebas a priori realizadas para el empleo del tratamiento estadistico de los
datos por ANOVA. Grafico de normalidad y valores estadisticos de la prueba de

Levene para evaluar la homogeneidad de las varianzas.

Grafico de Normalidad

F-Flot gr All Groups

Efzct: t'a
{ Plot of within-cell residuas)

Expected WNorma Waue

008 -0,04 -0,02 000 002 004 006
Obsered Vaus

Estadistico de Levene de igualdad de varianzas

Sumade Cuadrado F p
cuadrados medio

0,000721 0,000217 3,316720 0,077765

p > 0,05 se comprueba que las varianzas son iguales.
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9.4 Cromatograma de un blanco y espectros de masas asociados a los picos

seflalados.

1ooooo

ssocoo

soocoo

=so00

=oooo

Tso00

Toooo

ssocoo

soocoo

ssooo

Abundancia

soocoo

asocoo

aocooo

=s000

=oooo0o

zsooo

Zzoooo

1 so00

1 o000

soooly

TIC: Blanco.Dhdata.ms

Benzofenona

(16,362 min) Match

I

936

1)
()

) 3

Pireno (29.881 min)
Match 920

Tirne =

=Lo" h5o'co 15co =o'oco =s'c0 =0/oc =500 2000 2S00 S0/00 =500 =0 oo

Tiempo (minutos)

Scan 3439 (29.881 min): Blanco.D\data.ms (-3474) (-)
202

e Abundance
Scan 1881 (16.370 min): Blanco.D\data.ms (1914 ()
4@ i0E
aaco
o 4500.
4000
BEOO: 4000
2600
3400 3500
3200 182
=000 3000
2800
2600
2400: 2500
2200
2000 2000
1800
1600: 1500
1400
21200
oo 1000
800
0o s 500.
00
== 7 I H °
8558 350 136 50 150 146 o1& V0 ato
vz = mz—=

Espectro de masa del pico (1)

Espectro de masa del pico (2)



9.5 Tiempos de retencion de los HAP presentes en los cromatogramas de las

muestras del disefio experimental a las diferentes condiciones.

Compuesto | Tr (minutos)
Naftaleno 8,066
8 horas Fluoreno 15,662
.sm. Fenantreno 21,283
agitacion Antraceno 21,598
Pireno 30,355

Compuesto Tr (minutos)
Naftaleno 8,046
48horas  —F 5reno 15,639
sin Fenantreno 21,243
agitacion Antraceno 21,575
Pireno 30,321

Compuesto | Tr (minutos)
Naftaleno 8,151
8 horas Fluoreno 15,669
con Fenantreno 21,199
agitacion Antraceno 21,553
Pireno 30,242

Compuesto | Tr (minutos)

Naftaleno 8,050

48horas ™ Eoreno 15,642
con Fenantreno 21,250
agitacion Antraceno 21,578
Pireno 30,322
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9.6 Gramos de fraccién aromatica, volumen de aceite agregado a cada membrana,

gramos iniciales en solucion y porcentaje de HCA

Volumen Gramos F.H.A Gramos HAP totales
Muestra Condiciéon | de aceite | extraida/mL aceite iniciales en % de
(x0,01mL) (g/mL) solucion/mL de recuperacion
aceite
1 0,017 + 0,002
1,09 0,0231 + 0,0006 73,6
4 8 h/S.A 0,014+ 0,002
1,11 0,0226 + 0,0006 61,9
9 0,018+ 0,002
1,09 0,0224 + 0,0006 80,4
2 0,0137 + 0,0005
1,10 0,023 + 0,001 59,6
3 8h/C.A 0,0146 + 0,0005
1,17 0,021 + 0,001 69,8
12 0,0144 + 0,0005
1,22 0,020 + 0,001 69,5
5 0,012 + 0,002
1,02 0,024 + 0,002 50,0
7 48h/S.A 0,011+ 0,002
1,09 0,022 + 0,002 50,0
11 0,014+ 0,002
1,01 0,024 + 0,002 58,3
10 0,015+ 0,001
1,12 0,022 + 0,002 68,2
6 48h/C.A 0,013+ 0,001
1,13 0,023 + 0,002 56,5
8 0,012+ 0,001
1,22 0,019 + 0,002 63,2
Blanco 48h/C.A 1,31 0,0012 + 0,0001
Membranasin | 8 h/S.A 0 0,0009 + 0,0002 0,0375 + 0,002 * 3,7

aceite

HCA: Hidrocarburos Aromaticos

F.H.A: Fraccion de Hidrocarburos Aromaticos

* gramos de HAP totales iniciales en solucion / 2 mL de aceite
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9.7 Fotografia del cromatdografo de gases acoplado a un detector de masas
empelado para el andlisis de HAP.

Marca Agilent Technologies Inc.
Modelo 6890N

Detector de Masas | 5975 — MS
Automuestreador 7683B Series

Software ChemStation Agilent

Performance Tiempo de retencion y Repetibilidad <0,008 % o <0,008 min
Area de Repetibilidad <1 % RSD

Altura 50cm (19,7 pulgadas)

Ancho 58cm (22,8 pulgadas) con EPC inlets y detectores
Profundidad 54 cm (21,6 pulgadas)

Peso 49 Kg (108 libras)

Programador de tiempo
Programacion 4 conexiones internas 24 V ( 150mA)
2 conexiones externas 24 V (75mA)




9.8 Especificaciones de la columna [52].

Palimero fenil arilano practicamente aguivalara a {5%-fanil]-metlpoliEiloxans

Mo polar

Caractersticas da muy bajo sangrado, ideal para GC/MS

Excalente compaortamiento inerta franta & compuesios activos

Mejor relacidn sahal/ruido para ura mayor sensibilidad e
integridad de los aspectros da masas

Ligadas y antrecneadas

Lavable con disolveniz

# Tast MSD y cartificacidn dzpanibla
+ Sustiuio exacio de HP-BTA

« Pricticaments aguivalants a la fase USP G2T
# Mecla de mst dispanible

Tu =|“; CH ,
a—s|a—@—| 0—si
CH, CHiy "
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Fases similares:  RuxGms, PTE-6, CP-5i B CB Low Blesd/MS, BPX-5, AT-5ms, ZB-Eme ik = ey
DB-5ms
1D{ram } Longited (m}) Pelicula (pm) Lmmites temp. [°C) Referencia

018 20 018 B0a 326360 121-5522

018 40 018 60a 326350 1216542

0.20 12 0.33 B0a 326350 128-5512

0.20 26 0.33 50a 326360  128-5522

0.20 50 0.33 50 a 326/350  128-55E2

0.75 15 010 50a 326/350  122-6611

0.25 16 0.25 50 g 326/360 1225512

0.75 16 0,50 50 326360 1225616

0.25 15 1,00 50 326/350 1225613

0.25 25 0.25 60a 326350  122.6622

0.75 25 0.40 50 s 326/350  122-62A

0.25 30 010 B0a326/350  122-6531

0.25 30 0.25 60a 326350  122-5532

0.25 30 0,50 B0a 326350  122-6538

0.25 30 1,00 B0a 326350 1225533

0.25 B0 0.25 60a 326350  122-65E2 Modelo
0.25 B0 010 B0a326/350  122-6561 empleado en
0% [ 0% BO2B0/E60 122668 2 oq(e trabajo de
0.25 B0 1,00 B0a 326350  122-5563

investigacion



